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Resumen

En el presente trabajo se ha desarrollado una nueva metodologia para la determinacion de
un grupo de quince ftalatos en suelos mediante cromatografia liquida de ultra-alta eficacia
con deteccidn por espectrometria de masas en tandem utilizando la dispersion de matriz en

fase solida como procedimiento de extraccion.

Summary

In this work, a new analytical methodology was developed for the determination of fiftteen
phthalates in soils by ultra-high performance liquid chromatography with tandem mass

spectometry detection using the matrix solid phase dispersion as extraction method
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Introduccién

1.- Introduccién

El término plastico deriva de la palabra griega plastikos que significa “capaz de ser
moldeado”. Se utiliza para describir una gran variedad de materiales sintéticos y semi-sintéticos
que poseen una amplia y creciente gama de aplicaciones (Plastics Europe, 2018). Pese a que la
produccion de materiales plasticos a escala industrial comenzo en la década de los 50, hoy en
dia, resulta dificil concebir una sociedad libre de este tipo de materiales. En el afio 2016, la
produccién mundial de plasticos fue de 335 millones de toneladas, siendo China el principal
productor con un 50 % del total, seguido por Europa, con un 19 %, y los paises que forman el
Tratado de Libre Comercio de América del Norte (NAFTA, acronimo del inglés North
American Free Trade Agreement), Canad4, Estados Unidos y México, con un 18 % de la
produccidn total (Plastics Europe, 2018). Los plasticos se obtienen mediante la polimerizacion
de monomeros en cadenas macromoleculares (Lithner et al., 2011). Ademas de los monémeros,
habitualmente se necesitan otras sustancias para que tenga lugar la reaccion de polimerizacion,
tales como iniciadores, catalizadores o disolventes (Lithner et al., 2011). Estos aditivos son
compuestos quimicos que proporcionan a los polimeros las propiedades requeridas para su
aplicacion especifica, o bien, facilitan el proceso de fabricacion (Organizacion para la
Cooperacién y el Desarrollo Econémico (OCDE), 2009). Asi mismo, se utilizan para dar
estabilidad frente a los procesos de degradacion y mejorar la calidad y el rendimiento del
producto (Ebewele, 2000). Dichos aditivos incluyen estabilizadores térmicos y de luz,
antioxidantes, retardantes de llama, plastificantes o pigmentos, entre otros. Por lo general, estas
sustancias se emplean en pequefias cantidades, aunque a menudo se utilizan rellenos como
carbonato de calcio, talco, silice, arcilla 0 mica, entre otros, en grandes cantidades, con distintos
fines como reducir los costes de produccion, mejorar la capacidad de disipacién de calor o

modificar las propiedades eléctricas y el aislamiento térmico del polimero (Ebewele, 2000).

Durante la fabricacion, el almacenamiento y el uso de los polimeros plasticos, estos
pueden estar expuestos a altas temperaturas, radiacion ultravioleta (UV), oxigeno u otros
agentes oxidantes. Las condiciones ambientales favorecen los procesos de degradacion de los
plasticos, iniciados, en la mayoria de los casos, por la generacidn de radicales libres. Por esta
razon, la adicién de estabilizadores térmicos y UV, asi como agentes antioxidantes permite
minimizar el desarrollo de dichas reacciones de degradacion (Ebewele, 2000). Algunos
ejemplos de estabilizadores térmicos son sales metalicas (Ba-Cd y Ca-Zn), compuestos de
organo-estafio, dérgano-antimonio, plomo, quelatos de fosfito y plastificantes epoxidos

derivados de aceites vegetales. Como estabilizadores UV se utilizan sustancias que sean
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capaces de absorber esta radiacion y convertirla en una forma de energia inocua, por ejemplo,
fenoles y aminas estéricamente impedidas, compuestos de fosforo trivalentes o sales metalicas,
entre otros (Ebewele, 2000).

Por otra parte, lo retardantes de llama se incorporan para reducir la inflamabilidad de los
materiales plasticos (Polymer Properties Database, 2018), minimizando el riesgo de ignicién y
la propagacion de la llama (Ebewele, 2000). Se pueden dividir en compuestos inorganicos y
organicos. Los ignifugos inorganicos mas comunes son el hidroxido de aluminio, hidréxido de
magnesio, borato de zinc, los dxidos de antimonio y la hidromagnesita (mineral de carbonato
de magnesio hidratado) (Polymer Properties Database, 2018). En lo que respecta a los
retardantes de llama orgéanicos, los més conocidos son los compuestos halogenados (bifenilos
policlorados, éteres de difenilo y polibromados). Muchos de estos retardantes de Ilama son
persistentes en el medioambiente, bioacumulables y potencialmente toxicos, dando lugar a una

creciente preocupacion por sus posibles efectos adversos en la salud (Usenko et al., 2016).

En lo que respecta a los plastificantes, su funcion principal es mejorar la flexibilidad y la
manipulacion durante el procesado de los polimeros mediante la reduccion de la temperatura
de transicién de segundo orden, es decir, la temperatura de transicion vitrea (Brazel y Rosen,
1993). Se emplean en varios plasticos, sin embargo, casi el 90 % de todos los plastificantes se
utilizan para la produccion de cloruro de polivinilo flexible (PVC, del inglés polyvinyl
chloride), ampliamente utilizado en la fabricacion de tuberias de suministro y distribucion de
agua, sistemas de alcantarillado, conductos eléctricos y cableado telefonico, revestimientos de
paredes, tapiceria, calzado, textiles e incluso juguetes (Ebewele, 2000). Por su parte, el PVC no
plastificado es un sélido duro, rigido y fragil con aplicacién en tarjetas de crédito, tuberias de
plastico y revestimientos para el hogar (Ebewele, 2000). Los plastificantes son esencialmente
liquidos organicos con altos puntos de ebullicion o sélidos con bajos puntos de fusion (Ebewele,
2000). Algunos de los requisitos que debe cumplir una sustancia para ser empleada con éxito
como plastificante son la rentabilidad, estabilidad quimica, ausencia de color, compatibilidad
con la matriz polimérica y baja toxicidad (Coaker, 2005). Entre los plastificantes comunmente
utilizados cabe destacar los ftalatos, compuestos organofosforados (trialquil fosfatos), diésteres
alifaticos (adipatos, azelatos, oleatos y sebacatos), derivados glicolicos y trimetilatos (Ebewele,
2000).
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1.1.- Ftalatos

Los ftalatos (PAEs, del inglés phthalic acid esters), constituyen el grupo mas
representativo de los plastificantes. Se introdujeron por primera vez en 1920 con el fin de evitar
los problemas relacionados con la excesiva volatilidad y el indeseable olor del alcanfor,
utilizado hasta ese momento (Graham, 1973; Rahman et al., 2004). Sin embargo, hoy en dia,
contindan siendo la clase méas importante de plastificantes, representando el 65 % del consumo
mundial de este tipo de aditivos en la industria de los plasticos en el afio 2017 (IHS Markit,
2018).

Estos compuestos son ésteres del acido orto-ftalico o &cido 1,2-bencenodicarboxilico que
presentan en su estructura dos cadenas laterales de alquilo lineales o ramificadas, o de arilo,
con longitudes entre 1 y 13 atomos de carbono (Figura 1.1) (Yang et al., 2015). Se obtienen a
escala industrial por reaccion del anhidrido ftalico con los correspondientes alcoholes
(Benjamin et al., 2017) y a temperatura ambiente, presentandose generalmente se-presentan
como liquidos aceitosos incoloros e inodoros con elevados puntos de ebullicién, baja volatilidad
y limitada solubilidad en agua (Zaate et al., 2014; Gao et al., 2016).

O

OR
OR'

O

Figura 1.1.- Estructura quimica general de los ftalatos (R y R’ pueden ser iguales o distintos sustituyentes).

Los ftalatos son extensamente utilizados en una amplia variedad de productos y
aplicaciones industriales, incluyendo materiales de construccion (pinturas, adhesivos,
revestimientos), productos de higiene personal y cosméticos (perfumes, maquillaje, cremas
hidratantes, esmaltes de ufias, desodorantes, jabones), productos del hogar (articulos de cocina,
productos de limpieza, detergentes, surfactantes, cortinas de bafio), productos farmacéuticos y

alimenticios, textiles, juguetes infantiles, embalajes y tintas de impresion, entre otros (Kimber
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y Dearman, 2010; Net et al., 2015a). El contenido de ftalatos en este tipo de productos puede
ser de hasta un 10 — 60 % dependiendo del tipo de material y su aplicacion (Lu et al., 2018).

En este contexto, los ftalatos de baja masa molecular como el ftalato de dimetilo (DMP),
el ftalato de dietilo (DEP) y el ftalato de dibutilo (DBP) son componentes de disolventes
industriales, adhesivos, ceras, productos farmacéuticos, asi como perfumes y otros cosméticos.
El DMP y DEP permiten que las fragancias de los perfumes se evaporen mas lentamente,
alargando la duracion del aroma. EI DBP, por su parte, se incorpora en pequefias cantidades a
los esmaltes de ufias con la finalidad de mejorar su resistencia (Net et al., 2015a). Otro de los
ftalatos mas empleados en aplicaciones industriales y domésticas es el ftalato de di-2-etilhexilo
(DEHP), que puede encontrarse en textiles, calzado, cables, cortinas de bafio, envoltorios de
alimentos y juguetes infantiles (IARC, 2000). Asi mismo, el DEHP también es utilizado en
dispositivos médicos como bolsas para sangre o nutricion parenteral y tubos y catéteres para
hemodialisis (Sampson y de Korte, 2011). Otros usos pueden ser en detergentes liquidos, tintas,
aceites, lubricantes e insecticidas (IARC, 2000). Sin embargo, en los Ultimos afios, las
evidencias de sus efectos negativos sobre la salud, debido a su capacidad para actuar como
disruptores alterando las funciones desarrolladas en el sistema endocrino de mamiferos, han
dado lugar a su sustitucion por ftalatos de cadenas mas largas como el ftalato de diisobutilo
(DIBP), el ftalato de diisodecilo (DIDP) o el ftalato de diisononilo (DINP), pese a que estos
también han mostrado actividad disruptora endocrina (Wittassek et al., 2007). En lo que
respecta a otros ftalatos como el ftalato de butilbencilo (BBP) y el ftalato de diciclohexilo
(DCHP), ambos son ampliamente utilizados en la produccién de PVC para suelos
antideslizantes y, en el caso del DCHP, también se utiliza en la fabricacion de juguetes infantiles
(Plasticisers, 2018). Por otra parte, el ftalato de di-n-octilo (DNOP) se emplea junto con el

DEHP en dispositivos médicos.

1.2.- Importancia del analisis de ftalatos en suelos

Los polimeros plasticos no se consideran peligrosos para la salud y el medioambiente ya
que, debido a su gran tamafio molecular, son dificilmente absorbidos por los organismos vivos
(Lithneretal., 2011). Sin embargo, los procesos de polimerizacion rara vez se completan, dando
lugar a restos de mondmeros sin reaccionar, algunos de los cuales pueden presentar efectos
adversos en la salud y el medioambiente (Araujo et al., 2002). Ademas de estos monomeros
residuales, también se pueden encontrar otras sustancias como oligdbmeros, fragmentos de

polimeros de baja masa molecular, restos de catalizadores y disolventes de polimerizacion, asi
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como una gran variedad de aditivos plasticos en el producto final que pueden ser facilmente
liberadas al medio generando efectos nocivos en el medioambiente y en la salud de la poblacion
(Crompton, 2007).

Los ftalatos no se encuentran quimicamente unidos a la matriz polimérica, por lo que
pueden migrar al entorno durante cualquier etapa, desde su sintesis hasta su transformacion o
degradacion (LU et al., 2018; Gonzéalez-Salamo et al., 2018a). Por esta razon, y dado el uso
extensivo de los ftalatos como plastificantes en la fabricacion de productos de consumo e
industriales, estos se han convertido en contaminantes ubicuos en el medioambiente (Heudorf
et al., 2007). Dichos compuestos se han detectado en una amplia variedad de matrices
medioambientales y agroalimentarias como agua potable (Liu et al., 2014, Liu et al., 2015a),
aguas residuales (Sanchez-Avila et al., 2009), sedimentos (Sun et al., 2013a), suelos (Liang et
al., 2010; Skrbi¢ et al., 2016), alimentos y bebidas (Fan et al., 2012; Socas-Rodriguez et al.,
2018) en concentraciones variables.

La migracion de ftalatos al entorno depende de numerosos factores, incluyendo las
propiedades del polimero (por ejemplo, masa molecular), el proceso de plastificacion, la
homogeneidad del producto, la compatibilidad con el medio circundante y la temperatura, asi
como el grado de ramificacion del propio compuesto, entre otros. En este sentido, los
plastificantes ramificados son mas persistentes que aquellos que presentan cadenas lineales, ya
que las ramificaciones tienden a impedir el movimiento o enredarse en el interior de la matriz
plastica, dificultando su migracion o eliminacion por volatilizacion, lixiviacion o abrasion
(Marcilla et al., 2004).

Hasta la fecha, la mayoria de las investigaciones llevadas a cabo en lo que respecta al
analisis de suelos abordan la presencia de ftalatos en suelos agricolas y la contaminacion de
suelos cultivables como resultado del uso de peliculas y acolchados plasticos, asi como
fertilizantes para aumentar el rendimiento de las cosechas, la modificacion de los suelos con
lodos de depuradora, el riego con aguas residuales y la deposicion atmosférica que favorecen
la contaminacion por parte de este tipo de compuestos (Vikelsge et al., 2002; Net et al., 2015a;
Luetal., 2018). La presencia de ftalatos en suelos depende en gran medida de las caracteristicas
del mismo, por ejemplo, del contenido de materia organica, pH, humedad y textura, entre otros
(Correia-Sa et al., 2012). Los ftalatos mas abundantes en los suelos son el DIBP, DBP y DEHP,
representando un 74,2 — 99,8 % del contenido total, aunque también se han encontrado DMP,
DEP y BBP en un rango de concentraciones variable del orden de pg/kg en peso seco (Vikelsge
et al., 2002; Zeng et al., 2008a; Zornikova et al., 2011; Dankova et al., 2016). En las mismas
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condiciones ambientales, la vida media de estos compuestos en los suelos varia entre 1 — 75
dias, siendo mucho menor que la encontrada para los bifenilos policlorados (7 — 25 afios) (Net
etal., 2015a).

En la actualidad, existe una creciente preocupacion publica y cientifica debida a la
posibilidad de que los residuos de ftalatos sean absorbidos por los cultivos comestibles y las
aguas que se filtran a través de los suelos y, posteriormente, transferidos a la cadena alimenticia,

aumentando el potencial de sus efectos nocivos en la salud y los ecosistemas (Tan et al., 2016).

La toxicidad de los ftalatos sigue siendo objeto de debate debido a por su importancia
comercial y su impacto en la salud y el medioambiente. Pese a ello, existe una gran variedad de
estudios que demuestran sus efectos nocivos en la reproducciéon incluso a muy bajas
concentraciones, entre los que se incluyen problemas de fertilidad, desarrollo de los recién
nacidos y caracter carcinogénico (Net et al., 2015a). La presencia de ftalatos en el organismo
puede estar asociada a diferentes trastornos endocrinos como la obesidad y otras enfermedades
metabdlicas como las diabetes (Stojanoska et al., 2017), el desarrollo anormal genital masculino
(Swan et al., 2015), dafios espermaticos y niveles reducidos de hormonas reproductivas en
adultos varones (Wang et al., 2016), endometriosis en las mujeres (Upson et al., 2013), parto
prematuro (Huang et al., 2014), asi como trastornos por déficit de atencidn e hiperactividad
(Arbuckle et al., 2016). Asi mismo, estos compuestos estan relacionados con enfermedades
respiratorias como el asma (Bertelsen et al., 2013) y cardiovasculares como la hipertension
(Trasande et al., 2015). Ademas, se ha encontrado que los ftalatos de baja masa molecular como

el DEP pueden provocar irritacion en los ojos, la nariz y la garganta (Benson et al., 2009).

Por todo ello, teniendo en cuenta la alta exposicion de la poblacion a estos compuestos y
los importantes riesgos que los mismos pueden ocasionar en la poblacién, es de vital
importancia el desarrollo de metodologias que permitan su evaluacion y monitorizacion en
muestras de especial interés como son las muestras de suelos, ya que constituyen diferentes vias
de exposicion humana a los ftalatos mediante inhalacion, contacto dérmico e ingestion
accidental, asi como una via indirecta a través de la contaminacion de cultivos y aguas (Figura
1.2) (Wang et al., 2015a).
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Figura 1.2- Esquema representativo de las principales vias de exposicion humana a los ftalatos a través de

un suelo contaminado.

1.3.- Legislacion

Como se ha indicado anteriormente, los ftalatos son ampliamente utilizados en la
fabricacion y el procesado de una amplia variedad de productos plésticos, a pesar de que
algunos de estos compuestos se reconocen como sustancias quimicas capaces de alterar el
funcionamiento del sistema endocrino, generando importantes efectos nocivos en la salud. Por
ello, el Plan de Gestidn actual de la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos
(EPA, del inglés Environmental Protection Agency) incluye los siguientes ftalatos: DEHP,
DBP, BBP, DNOP, DINP, DIDP, DIBP y DNPP como sustancias cuya fabricacion, distribucion
en el comercio y uso deben estar controlados. Este grupo de 8 ftalatos fue seleccionado teniendo
en cuenta tanto su toxicidad para la salud publica y los ecosistemas, asi como su presencia en
el medioambiente (EPA, 2012).

En lo que respecta a la legislacién europea, en el Reglamento (CE) N° 1272/2008 por el
que se modifico el Reglamento (CE) N° 1907/2006, se incluyeron el ftalato de dialilo (DAP),
el ftalato de di-2-metoxietilo (DMEP) y el DINP como sustancias toxicas para la reproduccion.
En 2012, se incorporo el DIBP a esta lista en el Reglamento (CE) N° 109/2012 y posteriormente
se clasificaron también el DNPP y el ftalato de dihexilo (DHP) como sustancias reprotoxicas.
Ademas, recientemente se han incluido el ftalato de diisopentilo (DIPP) y el DCHP a la lista de
compuestos toxicos para la reproduccion en el Reglamento (UE) 2017/999 y en la Decision de

Ejecucion (UE) 2018/636, respectivamente.
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Por otra parte, la Union Europea cuenta con diversas restricciones que limitan el uso de
varios ftalatos en diferentes aplicaciones (juguetes infantiles, envases y materiales en contacto

con alimentos, cosméticos, entre otros) y matrices medioambientales.

En 1999, la Comision Europea publico la Decision 1999/815/CE, basada en la Directiva
92/59/CEE, mediante la que se prohibia temporalmente la comercializacién de juguetes
infantiles y articulos de puericultura destinados a ser introducidos en la boca por nifios menores
de 3 afios y fabricados con PVC blando que contuvieran DEHP, DBP, BBP, DNOP, DINP y
DIDP. Posteriormente, en 2005, se consolidé esta prohibicion mediante la Directiva
2005/84/CE, siendo maés restrictiva respecto al uso del DEHP, DBP y BBP, debido a su
clasificacion como sustancias reprotoxicas que afectan al desarrollo y funcionamiento de los
organos reproductivos. Ademas, se establecié que el contenido maximo de estos compuestos

fuera inferior al 0,1 % en peso en los juguetes infantiles y articulos de puericultura.

En lo que se refiere a los alimentos, el Reglamento (UE) N°10/2011 permite el uso del
DBP, BBP y DEHP en materiales y objetos plasticos destinados a entrar en contacto con
productos alimenticios siempre que se cumplan ciertas restricciones en cuanto a su uso. Por
otro lado, con el objetivo de garantizar la salud de los consumidores, se han establecido limites

de migracion especificos (LMES) para este grupo de ftalatos en distintas matrices alimentarias.

La industria cosmética también se ha visto afectada por las restricciones establecidas para
la regulacion del uso de ftalatos debido al alto consumo de este tipo de productos por parte de
la poblacion. De esta manera, en el Reglamento (CE) N° 1223/2009 se prohibe el uso del DBP,
DEHP, DMEP, DNPP, DIPP y BBP en productos cosméticos, destinados a ser puestos en
contacto con las partes superficiales del cuerpo o la boca, entre los que cabe incluir cremas,
emulsiones, lociones, geles, champus, cremas depilatorias, desodorantes y antitranspirantes,

maquillaje o productos para cuidados bucales y dentales, entre otros.

En cuanto a las matrices medioambientales la legislacion actual es bastante escasa. En el
ambito de la politica de aguas, el DEHP es el Gnico ftalato incluido en la lista de sustancias
peligrosas prioritarias (Directiva 2013/39/UE). A pesar de ello, en la Directiva 2013/39/UE no
se establece una concentracién maxima admisible en aguas superficiales continentales, ni en
otras aguas superficiales, aunque la concentracion media anual no debe superar el valor de 1,3
Mg/L en estas matrices. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS), sin embargo, si establece
un valor referencia de 8 pg/L en agua potable, asi como una ingesta diaria tolerable (IDT) de
25 pg/kg de peso corporal (OMS, 2003).
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En lo que respecta a otro tipo de matrices medioambientales como es el caso de los suelos,
que puede suponer una importante via de contaminacién tanto para los cultivos, en el caso de
los suelos agricolas, como de las aguas subterraneas producto de la filtracion del agua de lluvia,
asi como una via directa de exposicion de estos compuestos mediante inhalacién o exposicion
cutdnea por contacto directo, no existe legislacién alguna al respecto. Este hecho es
especialmente relevante teniendo en cuenta que, el propio Parlamento Europeo en la Resolucion
(2012/2066(INI)) resalto los efectos nocivos que pueden producir las sustancias con caracter
disruptor endocrino en la salud de la poblacion en general y sefialé que no existe una base
cientifica suficiente para fijar un valor limite por debajo del cual estos compuestos no producen
efectos adversos. Por lo tanto, se debe considerar que los ftalatos son sustancias “sin umbral” y
gue toda exposicion a estos compuestos puede conllevar riesgos para la salud publica. Por esta
razon, es necesario desarrollar metodologias analiticas altamente sensibles y selectivas, capaces
de determinar estos analitos a niveles muy bajos de concentracion (del orden de pg/L o pg/kg)

en matrices de interés como lo son las matrices medioambientales.

1.4.- Métodos de andlisis de ftalatos en suelos

La separacidn y deteccion de ftalatos en suelos se han llevado a cabo mediante técnicas
cromatograficas y, en menor medida, haciendo uso de técnicas electroforéticas (Net et al.,
2015b). En este sentido, la cromatografia de gases (GC, del inglés gas chromatography)
acoplada a distintos modos de deteccidn, especialmente a la espectrometria de masas (MS, del
inglés mass spectrometry), es la técnica mas comunmente empleada para la determinacion de
ftalatos, ya que estos compuestos son suficientemente volatiles y térmicamente estables (Kong
etal., 2012; Meng et al., 2014; Swati et al., 2017; Liu et al., 2018).

Otro sistema de deteccién ampliamente utilizado es el detector de captura electronica
(ECD, del inglés electronic capture detector), establecido por la EPA como método estandar
para el andlisis de ftalatos ya que, a pesar de su restringida especificidad, es relativamente
sensible a estos analitos (EPA, 1986). También se ha empleado el detector de ionizacion de
llama (FID, del inglés flame ionization detector) debido a que su respuesta universal permite la
determinacion de una gran variedad de compuestos incluyendo los ftalatos (Martendal y
Carasek, 2011). En lo que se refiere a la MS como sistema de deteccion, se han utilizado
diferentes tipos de analizadores, principalmente el cuadrupolo simple (Tran et al., 2015; Sun et
al., 2018) y, en menor medida, la trampa de iones (Laturnus et al., 2007) y el triple cuadrupolo

(Liao et al., 2010), siendo el sistema de ionizacion mas empleado el de impacto electronico (El,
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del inglés electron impact) (Khosravi et al., 2015; Li et al., 2016; Sun et al., 2016) y, en algunos
casos, la ionizacion quimica (Berset et al., 2001). En lo que respecta al tipo de columnas
generalmente utilizadas en GC para la separacion de ftalatos, destaca la aplicacion de columnas
capilares con fases estacionarias de polaridad intermedia o apolares como

polimetilfenilsiloxanos y polidimetilsiloxanos, respectivamente (Pirogov et al., 2014).

Como se ha indicado anteriormente, la GC ha sido la técnica de separacion mas utilizada
para el andlisis de ftalatos, debido a su capacidad para proporcionar, generalmente, una mayor
sensibilidad que la cromatografia liquida (LC, del inglés liquid chromatography). Sin embargo,
y a pesar de ello, la LC se presenta como una alternativa fiable a la GC, especialmente para la
separacion de mezclas de isdbmeros de ftalatos en muestras complejas que no son separados
adecuadamente por GC, proporcionando una mayor selectividad (Gonzalez-Salamo et al.,
2018a). En este sentido, la cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC, del inglés high
performance liquid chromatography) y, mas recientemente, la cromatografia liquida de ultra-
alta eficacia (UHPLC, del inglés ultra-high performance liquid chromatography), debido a sus
ventajas en cuanto a la selectividad, sensibilidad y reduccion de los tiempos de andlisis, también
han sido empleadas en el analisis de ftalatos (Masia et al., 2013; Hayasaka, 2014; Esteve et al.,
2016). En lo que respecta a los sistemas de deteccion, se han utilizado principalmente detectores
de MS (Maetal., 2010; Gonzéalez-Salamo et al., 2018b) y de espectrometria de masas en tdndem
(MS/MS) (Feng et al., 2015; Giovanoulis et al., 2016), aunque también se han utilizado
detectores convencionales como UV-Visible (Dankova et al., 2016; Cheng et al.; 2017) o diodo-
array (DAD, del inglés diode array detector) (Sun et al., 2013b; Fernandez-Amado et al., 2017).
Entre los distintos analizadores empleados en MS destacan el cuadrupolo simple (Barciela-
Alonso et al., 2017) y el triple cuadrupolo (Myridakis et al., 2015; Vavrous et al., 2016a). Por
otra parte, la ionizacion por electrospray (ESI) en modo positivo ha sido la fuente de ionizacion
mas comunmente aplicada en el analisis de ftalatos por LC (Khedr et al., 2013; Vavrous et al.,
2016b). En cuanto a las columnas empleadas en este caso, dada la naturaleza apolar de estos
compuestos, las mas comunes han sido las de fase estacionaria Cig, aunque también se han
seleccionado columnas con cadenas mas cortas como Cg para el andlisis de algunos de estos
compuestos (Gonzalez-Salamo et al., 2018a). Respecto a las fases mdviles, las mezclas
acetonitrilo (ACN)/H20 y metanol (MeOH)/H:O han sido las mas aplicadas para la adecuada
separacion de los analitos, pudiendo o no contener pequefias cantidades de acidos, como acido
férmico o acético, e incluso tampones como formiato o acetato de amonio, favoreciendo la

ionizacion en espectrometria de masas y, con ello, mejorando la sensibilidad. Asi mismo, las
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columnas se pueden mantener termostatadas a temperaturas entre 25 y 80 °C con el fin de
obtener separaciones con mejores sensibilidades y selectividades (Net et al., 2015b).

Ademas de la GC y la LC, la cromatografia electrocinética micelar (MEKC) también se
ha utilizado para el anélisis de ftalatos. Esta técnica de separacion es una alternativa a las
anteriores debido a su alta eficiencia, rapidez y bajo consumo de disolventes, sin embargo, su
uso no es muy extendido (Isoo et al., 2001; Guo et al., 2005; Morales-Cid et al., 2009).

1.5.- Procedimientos de extraccién de ftalatos en suelos

El pretratamiento de muestra constituye una de las etapas mas importantes en cualquier
proceso analitico. Por lo general, la determinacion de ftalatos en matrices solidas o semi-sélidas
requiere de la extraccion y preconcentracion de los analitos de interés, dado que estos
compuestos se encuentran a concentraciones muy bajas, del orden de pg/kg en muestras sélidas,
asi como una etapa de limpieza, debido a la alta complejidad de las matrices, que permite la
eliminacién de compuestos co-extraidos que puedan actuar como interferencias impidiendo la

adecuada determinacion de los analitos de interés (Tienpont, 2004).

En cuanto a las técnicas de extraccion empleadas en el andlisis de ftalatos en matrices
solidas, incluidos sedimentos, lodos y suelos, se han utilizado diferentes métodos entre los que
destaca especialmente la extraccion Soxhlet por el alto numero de aplicaciones. Este
procedimiento fue establecido por la EPA como método de referencia para la extracciéon de
contaminantes semi-volatiles en muestras solidas en 1986 (EPA, 1986). En la extraccion
Soxhlet, el disolvente de extraccion se calienta y los vapores condensados se filtran a través de
la muestra contenida en un cartucho de filtracion (Meng et al., 2014; Sun et al., 2013a; Sibali
etal., 2013; Fatoki et al., 2010; Zeng et al., 2009; Zeng et al., 2008a; Zeng et al., 2008b; Huang
et al., 2006; Gibson et al., 2005; Fromme et al., 2002; Webber y Lesage, 1989). Es una técnica
lenta y tediosa, con tiempos de extraccidn que pueden prolongarse entre 4 y 72 horas, de manera
que podria producirse la descomposicion térmica de los analitos de interés. Ademas, se utilizan
grandes cantidades de disolventes orgénicos nocivos para el medioambiente (100 — 500 mL) y
a menudo se requiere una etapa posterior de evaporacion del disolvente de extraccién. Ademas
de ello, la selectividad de la extraccion, que esta limitada al disolvente utilizado y el propio
equipo Soxhlet, podria ser una fuente de contaminacion de ftalatos debido al alto nimero de
componentes plasticos que contiene este tipo de sistema (Luque de Castro y Garcia-Ayuso,
1998).
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Debido a las desventajas que presenta la extraccion Soxhlet y, siguiendo la actuales
tendencias en el desarrollo de metodologias analiticas en las que se intenta reducir el tiempo de
extraccion, el consumo de disolventes y la manipulacion de las muestras, principios
fundamentales de la llamada “Quimica Verde” en la que se busca el desarrollo de
procedimientos quimicos respetuosos con el medioambiente, se han propuesto otras técnicas
basadas en la extraccion solido-liquido, en las que se han incorporado una serie de
modificaciones que permiten alcanzar estos objetivos. Entre los procedimientos mas
ampliamente utilizados destacan la extraccion por ultrasonidos (USE, del inglés ultrasonic-
assisted extraction), la extraccion asistida por microondas (MAE, del inglés microwave-
assisted extraction), la extraccion con fluidos supercriticos (SFE, del inglés supercritical fluid
extraction) y, sobre todo, la extraccion acelerada con disolventes (ASE, del inglés accelerated
solvent extraction) (Net et al., 2015b).

La USE utiliza la cavitacion para extraer los analitos de la matriz de la muestra al
disolvente de extraccion. Este procedimiento es el mas simple y econémico y, ademas, conlleva
tiempos de extraccion relativamente cortos (2 — 120 minutos) consumiendo cantidades de
disolvente organico del orden de mL (Lin et al., 2003; Gimeno et al., 2003; Xu et al., 2008;
Wang et al., 2012; Shao et al., 2013; Fernandez-Gonzélez et al., 2017). En lo que se refiere a la
MAE, su fundamento se basa en calentar el disolvente o la mezcla de disolventes de extraccion,
asi como la muestra aplicando energia de microondas. Esta técnica también permite reducir
drasticamente el tiempo de extraccién (15 — 30 minutos) y el consumo de disolventes (10 — 30
mL) (Cortazar et al., 2005; Liang et al., 2010; Teo et al., 2013; Zheng et al., 2014). La SFE
también constituye una de las técnicas de pretratamiento de muestra mas respetuosas con el
medioambiente. En este caso, la extraccion de los analitos de interés depende de los fluidos
supercriticos, cuyas propiedades son intermedias entre las caracteristicas de los gases y los
liquidos y estan influenciadas por las condiciones de presidn, temperatura y composicién
quimica (McDowell y Metcalfe, 2001; Sosa-Ferrera et al., 2013). Entre los diferentes
disolventes utilizados como fluidos supercriticos, el CO2 puro es el mas popular debido a su
inercia quimica, baja toxicidad y capacidad para disolver una amplia gama de compuestos
organicos, sin embargo, su uso esta restringido a la extraccion de analitos apolares o de
polaridad intermedia (Niu et al., 2018). Por su parte la ASE, también conocida como extraccion
con liquidos presurizados (PLE, del inglés pressurized liquid extraction), ha sido la técnica de
preparacion de muestra mas empleada en el andlisis de ftalatos en suelos después de la
extraccion Soxhlet (Huang et al., 2008; Reid et al., 2009; Chen et al., 2009; Blair et al., 2009;
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Linetal., 2010; Chang et al., 2011; Rhind et al., 2013; Khosravi et al., 2015; Net et al., 2015c).
En este caso el disolvente de extraccion se bombea hacia una celda que contiene la muestra
presurizada a una elevada temperatura (hasta 200 °C). El disolvente presurizado se mantiene en
fase liquida por encima de su punto de ebullicion, aumentando la cinética de desorcion de los
analitos de interés de la matriz de la muestra. La extraccion puede llevarse a cabo en un tiempo
inferior a 10 minutos requiriendo aproximadamente 30 mL de disolvente (Minhee et al., 2017).
Ademas, en el mercado existen sistemas completamente automatizados para llevar a cabo esta
técnica (Tienpont, 2004).

Ademas de las modificaciones previamente mencionadas, existe un gran interés por parte
de la comunidad cientifica por la busqueda de procedimientos de extraccion automatizados y
miniaturizados que permitan simplificar ain mas los procesos analiticos, asi como favorecer el
desarrollo de meétodos respetuosos con el medioambiente. Este tipo de técnicas han sido
ampliamente aplicadas para el anélisis de distintos contaminates organicos en muestras de
suelos. En este sentido se han aplicado tanto las llamadas técnicas de microextraccion en fase
liquida (LPME, del inglés liquid-phase microextraction) para la extraccion de hidrocarburos
policiclicos aromaticos (PAHSs, del inglés polycyclic aromatic hydrocarbon), plaguicidas o
alquilfenoles, entre otros (Daneshvand y Raofie, 2015; Mohammadi et al., 2015; Yazdanfar et
al., 2018) como técnicas basadas en sorbentes. En este sentido cabe destacar la aplicacion de la
extraccion en fase sélida (SPE, del inglés solid-phase extraction) y la SPE en su version
miniaturizada (u-SPE, del inglés micro solid-phase extraction) para llevar a cabo el analisis de
plaguicidas (Mohammadi et al., 2015; Mirikaram et al., 2017) farmacos (Mullen et al., 2017),
PAHs (Yazdanfar et al., 2018) y bifenilos policlorados (PCBs, del inglés polychlorinated
biphenyls) (Lun et al., 2016), entre otros. Por otro lado también se ha utilizado la
microextraccion en fase sélida (SPME, del inglés solid-phase microextraction) tanto en su
modalidad directa (DI-SPME, del inglés direct inmersion-SPME) (Zhang et al., 2013; Xie et
al., 2016) como en espacio en cabeza (HS-SPME, del inglés headspace-SPME) (Purovi¢-
Pejcev et al., 2016) y la extraccion por adsorcion con barra agitadora (SBSE, del inglés stir bar
sorptive extraction) (Li et al., 2018) para el analisis de plaguicidas en distintas muestras de
suelos, asi como la dispersion de matriz en fase sélida (MSPD, del inglés matrix solid phase
dispersion) empleando como sorbente de dispersion Cig (Ipaguirre et al., 2014; Zhao et al.,
2018) o materiales mas novedosos como los nanotubos de carbono de pared mdltiple
(MWCNTSs, del inglés multi-walled carbon nanotubes) (Ghadiri y Salemi, 2017), grafeno (Tan
et al., 2017) o nanoparticulas (Wang et al., 2018). Para la determinacion de plaguicidas, PAHSs,
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asi como clorofenoles y éteres bifenilos polibromados en suelos. Sin embargo, su aplicacion al
andlisis de fatalatos en este tipo de matrices es muy reducida. En este sentido, hasta la
actualidad, solo se han llevado a cabo dos estudios en los que se ha aplicado la SPME para la
determinacion simultanea de PAHs y PAEs (Martendal y Carasek, 2011) y en una Unica ocasion

la MSPD para analizar un tnico ftalato (DEHP) en sedimentos (Mufioz-Ortufio et al., 2014).

1.5.1.- Método de dispersion de matriz en fase solida

La MSPD fue introducida por primera vez por Barker et al. para la extraccion de residuos
de medicamentos de tejido animal (Barker et al., 1989). Desde entonces, ha demostrado ser una
técnica de preparacion de muestra eficiente y versétil, capaz de aislar diferentes sustancias como
plaguicidas, drogas, agentes contaminantes e incluso compuestos naturales de una amplia
variedad de matrices de origen medioambiental y agroalimentario (Capriotti et al., 2015).
Aunque inicialmente esta técnica de preparacion de muestra se desarrolld para resolver los
problemas inherentes al procesamiento de matrices sélidas y semi-sélidas, hoy en dia, pueden
encontrarse trabajos utilizando la MSPD en muestras viscosas Yy liquidas (Guerra et al., 2017,

Ledn-Gomez y Rosales-Conrado, 2017).

La ventaja mas relevante de la MSPD es la posibilidad de llevar a cabo la extraccion y
preconcentracion de los analitos de interés y la limpieza de la muestra simultdneamente (Niu et
al., 2018). Ademas, esta técnica se caracteriza por su simplicidad y bajo coste, puesto que no
requiere instrumentacion o equipos especificos, asi como por su facilidad de operacién y
robustez en comparacion con otros métodos como la extraccion Soxhlet. Aunque no puede
automatizarse por completo, la extraccion basada en MSPD es bastante réapida
(aproximadamente 10 minutos) y requiere un bajo consumo de disolventes (Barker, 2007;
Capriotti et al., 2015; Guerra et al., 2017).

La técnica se basa en alterar o romper completamente la estructura de la muestra
permitiendo que los componentes se dispersen en el sorbente sélido (Capriotti et al., 2010). El
procedimiento consta de tres etapas como se muestra en la Figura 1.3. El primer paso consiste
en colocar la muestra solida o semi-s6lida en un mortero de vidrio o agata que contiene el
material dispersante. A continuacion, se mezclan ambos sélidos manualmente, utilizando una
mano de mortero durante varios segundos o incluso algunos minutos (30 segundos — 5 minutos).
En la siguiente etapa, el material mezclado se transfiere y se compacta en una columna. En la
SPE convencional, la muestra se retiene en los primeros milimetros del sorbente solido, sin

embargo, en MSPD, se encuentra dispersada homogéneamente en toda la columna de
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extraccion, constituyendo una nueva fase que exhibe un caracter Unico para el fraccionamiento
de la muestra (Barker, 2007; Capriotti et al., 2015). Finalmente, se realiza la elucion de los
compuestos de interés empleando una pequefia cantidad de disolvente o mezcla de disolventes
con la ayuda de una bomba de vacio, por presion o gravedad. El extracto obtenido se analiza en
la mayoria de los casos mediante GC-MS o LC-MS (Capriotti et al., 2015).

Disolvente

- .
de elucion
Qﬁ A Mezcla compactada { < - \ Fritados l
/

(muestra + sorbente)

(1) (1) (1)
Dispersion Preparacion y compactacion
(muestra+ sorbente) de la columna Elucion de los analitos
[ - Analitos Interferencias ]

Figura 1.3.- Representacién esquematica del procedimiento de MSPD. Etapa (l): la muestra se mezcla con
el material dispersante en un mortero; Etapa (I1): el polvo homogeneizado se transfiere a una columna de
extraccion y se comprime; Etapa (l11): se realiza la elucion de los analitos de interés con un disolvente o

mezcla de disolventes adecuados.

Las condiciones en las que se realiza la extraccion, normalmente a temperatura ambiente,
constituyen otra de las claves para el éxito de la MSPD, dado que se reduce drasticamente la
posibilidad de degradacion o desnaturalizacion de los analitos de interés. En algunas ocasiones,
sin embargo, se combina con la ASE para aumentar las recuperaciones de los compuestos que
interaccionan fuertemente con la matriz sélida (Shen et al., 2011; Liu et al., 2015b).

En lo que respecta al material dispersante y al disolvente o mezcla de disolventes
utilizados en MSPD, estos constituyen los principales factores que determinan la eficacia y
selectividad del proceso de extraccion. En este sentido, cabe mencionar que en la mayoria de
las aplicaciones de MSPD se han utilizado sorbentes sélidos tipicos de SPE, destacando las
fases estacionarias C1s y Cs en fase inversa y la alimina, silice y Florisil® en fase normal
(Capriotti et al., 2015). Sin embargo, en los ultimos afios, se han propuesto nuevos sorbentes

como los polimeros de impronta molecular (MIPs, del inglés molecularly imprinted polymers),
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gue proporcionan procedimientos de extraccion altamente selectivos debido a su capacidad de
reconocimiento molecular (Wang et al., 2011a; Yan et al., 2012; Wang et al., 2017) y materiales
basados en carbono como el carbon negro grafitizado (GCB, del inglés graphitized carbon
black) (Rodriguez-Gonzélez et al., 2017), asi como nanomateriales incluyendo MWCNTSs (Su
et al., 2011; Cai et al., 2017), grafeno (Liu et al., 2011) o nanoparticulas (Wang et al., 2018)
que presentan un mayor area superficial permitiendo una mayor interaccién con la matriz y los
analitos de interés, favoreciendo la eficacia del procedimiento. Aunque estos sorbentes son
menos especificos que los MIPs, permiten obtener buenas eficacias de extraccion (Capriotti et
al., 2013). En la MSPD es frecuente combinar los sorbentes de dispersidn con agentes de secado
como el Na;SO4 anhidro. Por otra parte, la eleccion del disolvente de elucién depende de la
fuerza de las interacciones entre el material dispersante y los analitos de interés. En este sentido,
los disolventes organicos mas ampliamente utilizados para la extraccion de compuestos
apolares han sido hexano, diclorometano y mezclas de ambos, mientras que para los analitos
de polaridad intermedia o alta se han empleado esencialmente ACN, MeOH, acetona, acetato

de etilo (EtOAC) y mezclas de estos disolventes (Garcia-Lopez et al., 2008).

Otro parametro que debe optimizarse con el objetivo de obtener la maxima eficiencia en
el procedimiento de extraccién es la relacion cantidad de muestra/sorbente, que depende
fundamentalmente del tipo de matriz y las caracteristicas fisicoquimicas del material
dispersante (Capriotti et al., 2015).

Teniendo en cuenta las numerosas variables que influyen sobre la eficacia de la extraccion
en MSPD, la optimizacion podria resultar una tarea larga y tediosa. Para resolver este problema,
amenudo se lleva a cabo el proceso de optimizacion desde un enfoque quimiométrico utilizando
un disefio experimental adecuado (Alvarez-Rivera et al., 2012; Llompart et al., 2013; Rajabi et
al., 2015).

Como se puede observar en la Tabla 1.1, en la bibliografia existen muy pocos trabajos en
los que se haya utilizado la MSPD para el andlisis de ftalatos. Estos han sido aplicados,
fundamentalmente, a muestras alimentarias y cosméticos (Wang et al., 2011b; Mufioz-Ortufio
et al., 2012; Llompart et al., 2013; Munshi et al., 2013) y s6lo en una ocasion a muestras
medioambientales (Mufioz-Ortufio et al., 2014) analizando en este caso un Unico ftalato en
muestras de sedimentos. Por lo general, el nimero de compuestos determinados es muy
reducido, excepto en un caso en el que se lleva a cabo la determinacion de 15 ftalatos en
cosméticos y productos de higiene personal (Llompart et al., 2013). En la mayoria de las

aplicaciones se utilizan sorbentes como el C1s (Mufioz-Ortufio et al., 2014), Florisil® (Llompart
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Tabla 1.1.- Trabajos presentes en la bibliografia en los que se utiliza la MSPD para el andlisis de ftalatos en diferentes matrices.

. Muestra Sorbente . Técnica de Recuperacion LOD . .
Analitos (cantidad)  (cantidad) Elucion dete rminacion (%) (Lg/kg) Comentarios Referencia
Sedimentos Cis ACN IT-SPME- 3 Mufioz-Ortufio et
DEHP (01-0309) 04 9) (1,2 mL) CLC-DAD 80 0-270 al., 2014
DMP, DEP, Marisco Cis, MeOH/CH,Cl,
DBPy (05 g) Florisil® 50-50 (v/v) GC-MS 42 — 96 20 - 50 Munshi et al., 2013
DEHP ~ g ) (15 mL)
DMP, DEP,
DIBP, DBP, .
DMEP, Florisil® Ademas del
DIPP, DPP Cosmético 049 EtOAC ?::]Iéf_:ésndeefltlglago; Llompart et al
’ ’ icos e ién se llev y
BBIIDDI’EaLHP’ (0.1 0) ';Ir?ﬁ%?g (1 mL) GC-MS 85-105 14-300  caho el analisis de 2013
DCHP. 02 9) comlpu_clastos
DPhP, DOP, volatiles.
DINP, DIDP
Cis
DEHP Moluscos 04 g), 1A,§2N5/A(\g,f\7) IT-SPME- 91 170 Mufioz-Ortufio et
(0,1 g) Florisil® / CapLC-DAD al., 2012
(01 g) (38 mL)
Florisil
(20 9).
DMP Marisco GCB, EtOAC
DEP, DBP, (10 9 (0.1 g) (20 mL) HPLC-UV 85— 106 07-19 Wang et al., 2011b
DEHP ! Na,SO,
anhidro
(40 9)

CLC: cromatografia liquida capilar; DIHP: ftalato de diisoheptilo; DPhD: ftalato de difenilo; DPP: ftalato de dipentilo; IT-SPME: microextraccion en fase solida en

tubo.
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et al., 2013) o la combinacion de ambos (Mufioz-Ortufio et al., 2012; Munshi et al., 2013)
aungue también se ha utilizado el GCB en alguno de los casos (Wang et al., 2011b), haciendo
uso en la mayoria de las ocasiones del Na>SO4 anhidro como agente de secado (Wang et al.,
2011b; Llompart et al., 2013). Sin embargo, la aplicacion de nanomateriales con altas relaciones
area-volumen que proporcionen una mayor superficie de contacto, favoreciendo la eficacia del
proceso de extraccion y limpieza para la determinacién de ftalatos, no ha sido descrita hasta la

actualidad en esta técnica de extraccion.

1.6.- Redes metal-organicas en el analisis de ftalatos

Las redes metal-organicas (MOFs, del inglés metal-organic frameworks) constituyen una
nueva clase de materiales porosos construidos a partir de iones o grupos de iones metalicos que
se encuentran unidos mediante enlaces de coordinacién a ligandos organicos (Chen et al., 2014).
En los dltimos afios, los MOFs han despertado un gran interés en la comunidad cientifica debido
a las particulares caracteristicas que presentan como son su gran area superficial o buena
estabilidad térmica, entre otras (Chen et al., 2014; Dargahi et al., 2018). Estas caracteristicas
han hecho posible su aplicacidn en el almacenamiento/separacion de gases, catalisis, sensores
y liberacién controlada de farmacos (Liu et al., 2015c¢). En lo que respecta a su aplicacién como
sorbente en procedimientos de extraccion, los MOFs han sido ampliamente utilizados debido a
su gran diversidad estructural y excelentes propiedades como una alta porosidad, la posibilidad
de funcionalizacién de la superficie interna y un gran area superficial (Gonzalez-Salamo et al.,
2016).

Estos materiales han sido aplicados en diversas ocasiones en el andlisis de ftalatos. En
este sentido se han utilizado en la preparacion de fases estacionarias en columnas para LC (Shu
et al., 2016) y mas recientemente en la preparacion de inmunosensores colorimétricos basados
en MOFs de cobre y peroxidasa de rdbano para la deteccion de DBP en muestras

medioambientales y agroalimentarias (Zhu et al., 2018).

En lo que respecta a su uso como sorbente en procedimientos de extraccion para el
analisis de este tipo de compuestos, cabe mencionar que la mayoria de las aplicaciones que se
encuentran en la bibliografia se refieren a la determinacion de estos compuestos en muestras
liquidas como agua embotellada, bebidas refrescantes, aceites vegetales e incluso plasma
sanguineo, empleando SPE (Liu et al., 2015c), u-SPE (Wang et al., 2015b) y SPE en su
modalidad dispersiva utilizando sorbentes magnéticos (m-dSPE, del inglés magnetic dispersive
solid-phase extraction) (Dargahi et al., 2018), asi como SPME (Liang et al., 2016; Zhang et al.,
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2018). Sin embargo, su aplicacién como sorbente en MSPD para el anélisis de ftalatos no ha
sido descrito aun en la bibliografia.
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2.-

Objetivos

Objetivos

El objetivo principal de este Trabajo de Fin de Master es el desarrollo de una nueva

metodologia analitica para la determinacion de un grupo de migrantes de plasticos,
concretamente 15 ftalatos (DMEP, DMP, ftalato de di-2-etoxietilo (DEEP), DEP, DPP, BBP,
DIBP, DBP, ftalato de di-2-n-butoxietilo (DBEP), DIPP, DNPP, DCHP, DNOP, DINP y DIDP)
en suelos, utilizando como técnica de extraccion la MSPD. Para lograr este objetivo principal,

se han establecido otros objetivos especificos:

Realizar una basqueda bibliografica de las diferentes metodologias analiticas aplicadas a la
determinacion de ftalatos en suelos, asi como los distintos procedimientos de extraccion

propuestos, haciendo especial hincapié en aquellos relacionados con el uso de la MSPD.

Seleccionar un grupo de ftalatos teniendo en cuenta sus posibles efectos nocivos en la salud

humana y en el medioambiente, asi como su posible presencia en muestras de suelos.

Hacer uso de la UHPLC acoplada a un espectrometro de masas en tandem para llevar a cabo
la separacién y cuantificacion de los analitos de interés.

Estudiar la influencia de las diferentes variables experimentales en la extraccion de los
ftalatos seleccionados, ademés de optimizar dichos pardmetros para obtener las mayores

eficacias de extraccion haciendo uso de un disefio experimental.

Validar el procedimiento analitico desarrollado a partir de los correspondientes estudios de
calibracion y recuperaciones, asi como obtener los LOQs del método con el fin de demostrar
la capacidad de la metodologia para determinar los analitos seleccionados a los niveles que

estos se encuentran en la matriz de estudio y proporcionar informacion analitica Util y fiable.

Aplicar la metodologia analitica desarrollada al andlisis de muestras reales de diferente
procedencia con el objetivo de demostrar su aplicabilidad en el analisis de este tipo de
matrices, ademas de determinar la posible existencia de residuos de ftalatos en las muestras

seleccionadas.
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3.- Parte experimental

3.1.- Patrones, disolventes, reactivos y disoluciones

DMEP, DMP, DEEP, DEP, DPP, BBP, DIBP, DBP, DBEP, DIPP, DNPP, DCHP, DNOP,
DINP, DIDP y DBP-ds de pureza superior al 97 % (Sigma-Aldrich Chemie y Dr.
Ehrenstorfer). Las disoluciones estandar se prepararon en ACN y se conservaron en
ausencia de luz a -18 °C. Las disoluciones de trabajo se prepararon diariamente a las
concentraciones adecuadas mediante dilucion con la composiciéon inicial de la fase mavil
utilizada en el sistema cromatografico (50/50 ACN/H,0 (v/v), 0,1 % acido férmico).
MOFs Basolite® F300 (Fe-BTC, BTC: 1,3,5-bencenotricarboxilato) (Sigma-Aldrich
Chemie).

Oxido de grafeno (GO, acrénimo del inglés graphene oxide) (Sigma-Aldrich Chemie).
MWCNTSs (longitud: 5 — 9 um; diametro interno (d.i.):110 — 170 nm) (Sigma-Aldrich
Chemie).

ACN grado LC-MS (Merck).

MeOH grado LC-MS (Merck).

Acetona grado LC (Merck).

EtOAc grado HPLC (Sigma-Aldrich Chemie).

Hexano grado HPLC (Sigma-Aldrich Chemie).

Acido férmico, grado reactivo y pureza superior al 95 % (Honeywell Fluka).

Acido sulfurico, calidad p.a. y pureza del 96 % p/p (Panreac Quimica).

Etanol absoluto (EtOH) para sintesis (Scharlau).

Agua Milli-Q (conductividad 18,2 uS/cm a 25 °C) obtenida a partir de un equipo Milli-Q
Gradient A10 (Millipore).

Cloruro potasico (KCI), calidad p.a. y pureza superior al 99,5 % (Merck).

Disolucion electrolitica CRISOLYT A de KCI 3 M para el correcto mantenimiento de la
membrana del pH-metro (Crison).

Disoluciones tampo6n de pH 4,0 y 7,0 para la calibracién del pH-metro (Crison).
Disoluciones patrén de conductividad 147 pS/cm, 12,88 mS/cm y 1416 uS/cm para la
calibracion del conductimetro (Crison y Panreac Quimica).

Disolucién de NOCHROMIX® para la limpieza del material de vidrio (Sigma-Aldrich
Chemie).
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3.2.- Material

- Vasos de precipitados de 10, 50, 100, 250 y 400 mL (DURAN).

- Matraces aforados de 5, 10, 250 y 500 mL clase A con tapa de vidrio (VWR International).

- Matraces Erlenmeyer de 50 mL (Lenz Laborglas GmbH & Co. KG).

- Columnas de vidrio para SPE de 6 mL, 7,5 cm de largo, 1,5 cm de didmetro externo (d.e.)
y 1,2 cm de d.i. (Supelco).

- Viales de vidrio ambar de 22 mL con tapa de rosca de politetrafluoroetileno (PTFE)
(Supelco).

- Viales de 2 mL para LC-MS (12 x 32 mm) con tapa de rosca de PTFE y septum de silicona
preperforado (Waters Chromatography).

- Viales de insercion con fondo conico de 300 pL para viales de 2 mL (Sigma Aldrich
Chemie).

- Botellas de vidrio para la fase movil de 0,5 L (VWR International).

- Embudos de vidrio de 50 mm de d.i. (Labbox).

- Varillas de vidrio (Labbox).

- Fritados de PTFE de 20 um de tamafio de poro, 11,5 mm de didmetro y 3 mm de espesor
(Supelco).

- Filtros de membrana Durapore® de polifluoruro de vinilideno (PVDF) de 0,22 pm de
tamafo de poro y 47 mm de diametro (Merck).

- Filtros de tubo de centrifuga de acetato de celulosa Corning® Costar® Spin-X® de 0,22 pm
de tamafio de poro (Sigma-Aldrich Chemie).

- Tamiz de 1 mm de malla, 200 mm de didmetro y 32 mm de altura (VWR International).

- Puntas desechables para pipetas automaticas de distintos volimenes, libres de ftalatos
(Gilson).

- Guantes de nitrilo desechables libres de ftalatos Semperguard® Nitrile Xpert powder-free

(Sempermed).
3.3.- Equipos

3.3.1.- Instrumentos

- Balanza analitica Quintix 124-1S de precision 0,1 mg y capacidad maxima de pesada de
120 g (Sartorius).

- Micropipetas de volumen variable de 2 — 20, 20 — 200, 100 — 1000 y 500 — 5000 pL (Brand
y Eppendorf).
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pH-metro GLP 22 con sensor de temperatura (Crison).

Conductimetro CM 35 con medida de salinidad y control de temperatura en la célula
(Crison).

Cromatdgrafo de liquidos. Para llevar a cabo la separacion y determinacion del grupo de
ftalatos seleccionado se ha utilizado un UHPLC Acquity UPLC® H-class (Waters
Chromatography), equipado con una bomba cuaternaria y un automuestreador de flujo
continuo. El sistema de UHPLC estd acoplado a un detector MS Xevo QqQ (Waters
Chromatography). Las separaciones se llevaron a cabo en una columna Acquity UPLC®
BEH Cis (50 mm x 2,1 mm, 1,7 pum) usando una precolumna (5 mm x 2,1 mm, 1,7 um),

ambas de Waters Chromatography.

3.3.2.- Aparatos

Sistema de vacio para SPE Visiprep™-DL con capacidad para la extraccion simultanea de
12 muestras (Supelco).

Rotavapor R-210 con bafio termostatico B-491, bomba de vacio V-700 y controlador de
vacio V-850 (BUCHI Labortechnik).

Centrifuga 5415 D con controlador de tiempo y velocidad maxima de 13200 r.p.m.
(Eppendorf).

Estufa UN110 de 108 L de capacidad y temperatura maxima de 300 °C (Memmert GmbH
& Co. KG).

Mufla CWF 11/13 de 13 L de capacidad y temperatura maxima de 1100 °C (Carbolite).
Agitador magnético Asincro 7000379 con velocidad maxima de 1600 r.p.m. (Selecta).
Bafo de ultrasonidos USC-TH (VWR International).

Sistema de purificacion de agua Milli-Q gradient A10 (Millipore).

3.3.3.- Programas informaticos

Masslynx™ de Waters Chromatography para el manejo de la bomba cuaternaria y el
muestreador automatico, asi como para el control del espectrometro de masas y la
recoleccion y el procesamiento de datos.

STATGRAPHICS Centurion XVI para la elaboracién y el analisis del disefio experimental.
Microsoft® Office Excel 2016 para la elaboracion de hojas de calculo y el tratamiento de
datos.

Microsoft® Office PowerPoint 2016 para la presentacion de los cromatogramas obtenidos.

Microsoft® Office Word 2016 para la elaboracion de la presente memoria.
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3.4.- Muestras analizadas

Durante el desarrollo de este Trabajo de Fin de Master, se han analizado suelos agricolas
procedentes de zonas de cultivo ubicadas en diferentes municipios de la isla de Tenerife: San
Juan de La Rambla, San Cristobal de La Laguna, Candelaria y Glimar. Todas las muestras
fueron tomadas a 20 cm de profundidad siguiendo las directrices indicadas por el Instituto
Canario de Investigaciones Agrarias (ICIA) (ICIA, 2018).

3.5.- Procedimientos experimentales

3.5.1.- Caracterizacioén de las muestras de suelo

Las muestras de suelo fueron caracterizadas mediante la determinacion de pardmetros
fisicoquimicos de especial interés, debido a su influencia en la actividad y movilidad de los
contaminantes presentes en dichas matrices, como el pH, la conductividad y la humedad (Tabla
3.1).

— Determinacién del pH en agua (Método Oficiales de Andlisis (MAPA), 1994)

Se suspendieron 10,0 g de suelo en 25 mL de agua Milli-Q (relacién 1:2,5 (p/v)) y se
agito utilizando un agitador magnético a 1000 r.p.m. durante 10 minutos. A continuacion, la
mezcla se dejé en reposo durante 30 minutos y se agitdé de nuevo inmediatamente antes de

realizar la medida de pH del sobrenadante durante unos segundos.

— Determinacion del pH en KCI (MAPA, 1994)

Se suspendieron 10,0 g de suelo en 25 mL de una disolucién de KCI 0,1 N (relacion 1:2,5
(p/v)) y se agito utilizando un agitador magnético a 1000 r.p.m. durante 10 minutos. A
continuacién, la mezcla se dejé en reposo durante 30 minutos y se agitdé de nuevo

inmediatamente antes de realizar la medida de pH del sobrenadante durante unos segundos.

— Determinacion de la conductividad (MAPA, 1994)

Se suspendieron 10,0 g de suelo en 50 mL de agua Milli-Q (relacién 1/5 (p/v)) y se agitd
utilizando un agitador magnético a 1000 r.p.m. durante 30 minutos. La mezcla se dejé en reposo
el tiempo suficiente para la deposicion de los sélidos y, a continuacion, el sobrenadante se filtrd

a través de un papel de filtro y se midi6 la conductividad del filtrado.

Determinacion del porcentaje de humedad (MAPA, 1994)
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Se pesaron 25,0 g de suelo homogeneizado y secado al aire a temperatura ambiente en un
crisol y, a continuacion, se secaron en la estufa a 105 °C durante 24 horas. Posteriormente, la

muestra se coloco en un desecador hasta alcanzar la temperatura ambiente y se peso de nuevo.

Tabla 3.1.- Parametros fisicoquimicos medidos en las muestras de suelo.

Municipio pHenagua pHenKCI Conductividad (uS/cm) Humedad (%0)
San Juan de

La Rambla 41 3,7 2040 6,3
San Cristébal 73 7.2 1502 47
de La Laguna

Candelaria 6,3 6,1 1585 8,3

Giiimar 6,5 5,9 957 6,9

3.5.2.- Andlisis mediante UHPLC-MS/MS

La mejor separacion del grupo de ftalatos seleccionado se obtuvo aplicando el gradiente
de elucién descrito en la Tabla 3.2, previamente optimizado en nuestro laboratorio para un
grupo similar de analitos (Santana-Mayor et al., 2018). Se empleé como fase mdvil una mezcla
ACN/H20, conteniendo ambos acido formico al 0,1 % (v/v). El flujo de la fase movil y el
volumen de inyeccion fueron de 0,3 mL/min y 5 pL, respectivamente. EI compartimento del
automuestreador se mantuvo termostatado a 10 °C, mientras que la columna y precolumna se

mantuvieron a 40 °C. El tiempo de analisis fue inferior a 11 minutos.

Tabla 3.2.- Gradiente empleado en la separacién de los ftalatos mediante UHPLC-MS/MS.

Tiempo (min) ACN (%) H,0 (%)

0 50 50
4 70 30
7 100 0
8 100 0
9 50 50
11 50 50

La deteccion y cuantificacion de los analitos se llevo a cabo mediante MS, empleando un
analizador de triple cuadrupolo, trabajando en modo de monitorizacion de reaccién multiple
(MRM, del inglés multiple reaction monitoring) e ionizacion ESI en modo positivo utilizando
un ion precursor y dos iones productos. La presion del gas de colision (Ar) fue de 0,5 bar. En
la Tabla 3.3 se muestran las condiciones que dieron lugar a la maxima intensidad de los iones

precursores.
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Tabla 3.3.- Condiciones de trabajo de los diferentes pardmetros de la fuente.

Parametro Valor
Voltaje del capilar 3,50 kv
Temperatura de la fuente 150 °C
Temperatura de desolvatacion 500 °C
Flujo del gas del cono (N2) 50 L/h

Flujo del gas de desolvatacion (N2) 900 L/h

La obtencidn de los espectros de MS/MS se llevo a cabo mediante la fragmentacion de la
molécula protonada [M—H]*, seleccionada como ion precursor. Las transiciones de MRM, asi
como los valores de voltaje de cono y energia de colision de los analitos de interés, fueron
previamente optimizados mediante la perfusion directa en el espectrometro de masas de cada
uno de los estandares de los ftalatos a una concentracion de 2 mg/L en la composicion inicial
de la fase movil (50/50 ACN/H20 (v/v), 0,1 % acido formico).

3.5.3.- Preparacion de las muestras de suelo

Las muestras de suelo se tamizaron a través de una malla de 1 mm y se dejaron secar al

aire a temperatura ambiente durante 3 dias, luego se almacenaron en recipientes de vidrio.

3.5.4.- Procedimiento de MSPD

A continuacion, se describe el procedimiento de MSPD utilizado para llevar a cabo la
extraccion de los analitos seleccionados de las muestras de suelo (Figura 3.1). Se pes6 1,0 g de
muestra en un vaso de precipitados de 10 mL, seguidamente, se afiadieron 30 mg del sorbente
de dispersion (MOF Fe-BTC) y se agité manualmente durante 3,7 minutos con una varilla de
vidrio haciendo movimientos circulares. La mezcla se trasvasd a una columna de vidrio que
contenia 3 fritados de PTFE con ayuda de un embudo de vidrio y se coloco otro fritado para
sellar la parte superior de la columna. Los analitos se eluyeron utilizando 5 mL de ACN a vacio
de -20 mmHg. El eluato fue, posteriormente, evaporado hasta sequedad en el rotavapor a 40 °C
y 165 mbar. El residuo obtenido se reconstituy6 en 500 pL de la composicién inicial de la fase
movil (50/50 ACN/H20 (v/v), 0,1 % &cido férmico), se filtrd a través de un filtro de acetato de
celulosa de 0,22 pum a 13000 r.p.m. durante 7 minutos y finalmente se inyectaron 5 pL en el
sistema de UHPLC.
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Figura 3.1.- Representacion esquematica del tratamiento de muestra optimizado en este estudio.

3.6.- Limpieza del material

La limpieza del material de vidrio volumétrico consistio en un enjuague inicial con agua
del grifo y jabon, a continuacion, se sumergio en una disolucion de NOCHROMIX® en &cido
sulfdrico durante 24 horas y, por ultimo, se lavd con abundante agua Milli-Q, seguido de varios
lavados con MeOH grado LC-MS y secado a temperatura ambiente.

Por otra parte, el material de vidrio no volumétrico se enjuag6 con agua del grifo y jabon,
se lavo con agua Milli-Q y se introdujo en la estufa a 100 °C hasta completa sequedad para
finalmente llevarlo a la mufla donde se sometid a un programa de 550 °C durante 5 horas, con
el objetivo del calcinar la totalidad de la materia orgénica residual.

El material de teflon se enjuagé con agua del grifo y jabdn, seguidamente, se sumergio
en una mezcla 50/50 EtOH/H20 (v/v) y se introdujo en un bafio de ultrasonidos durante 15
minutos. Este procedimiento se repiti6 tres veces y, finalmente, se realiz6 un lavado con MeOH
grado LC-MS y secado a temperatura ambiente.

Por altimo, en lo que respecta a la limpieza de los viales de vidrio e insercion, consistio
en una primera etapa siguiendo del procedimiento descrito en el parrafo anterior y, a
continuacion, se introdujeron en la estufa a 100 °C hasta completa sequedad y posteriormente
en la mufla programada a 550 °C durante 5 horas.
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4.- Resultados y discusion

4.1.- Caracteristicas de los ftalatos estudiados

Para la realizacion del presente trabajo, se han seleccionado un total de 15 ftalatos
(DMEP, DMP, DEEP, DEP, DPP, BBP, DIBP, DBP, DBEP, DIPP, DNPP, DCHP, DNOP,
DINP y DIDP), los cuales se reconocen como sustancias quimicas capaces de generar efectos
nocivos en la salud de la poblacién y los ecosistemas.

Como se ha indicado anteriormente, la migracion de estos aditivos al medio es
relativamente facil dado que no se encuentran enlazados covalentemente a los polimeros
plasticos. En lo que respecta a la presencia de ftalatos en muestras de suelo, una intensa
actividad agricola puede ser la principal fuente de contaminacion por parte de este tipo de
compuestos. El riesgo potencial que supone que los residuos de ftalatos sean adsorbidos por los
cultivos y las aguas que se filtran a través de los suelos hace que sea una cuestion de vital
importancia conocer las caracteristicas y propiedades de estos compuestos con el fin de poder
conocer los efectos adversos que pueden causar en funcion de su contenido en las muestras de
estudio y que medidas pueden tomarse para evitarlos y evitar su presencia en muestras de este

tipo.

En la Tabla 4.1 se muestran las principales caracteristicas fisicoquimicas del grupo de
ftalatos estudiado. Estos compuestos son ésteres derivados del &cido orto-ftalico o &cido 1,2-
bencenodicarboxilico, por lo que presentan una estructura comin modificada por cadenas
laterales de alquilo lineales o ramificadas, o de arilo, con longitudes entre 1 y 13 atomos de
carbono. Sus puntos de fusidn se encuentran por debajo de -25 °C, excepto parael DMP (5,5
°C), DEEP (34 °C) y DCHP (66 °C), indicando que a temperatura ambiente generalmente son
liquidos aceitosos incoloros e inodoros (Zaate et al., 2014). En lo que respecta a sus puntos de
ebullicion, estos son relativamente altos encontrandose en el intervalo de 220 — 370 °C. Estas
caracteristicas hacen posible su aplicacién como plastificantes en una amplia variedad de

productos industriales (Yang et al., 2015).

En cuanto a la solubilidad en agua, esta es una propiedad que se evalla mediante el
coeficiente de reparto octanol-agua (Kow), definido como las concentraciones en equilibrio de
un compuesto en una mezcla octanol/agua. En otras palabras, es una medida del caracter
lipofilico o hidrofobico de una sustancia. En este sentido, cabe mencionar que los ftalatos de
baja masa molecular como, por ejemplo, DMP, DEP y DPP son relativamente solubles en agua,
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Tabla 4.1.- Principales caracteristicas fisicoquimicas del grupo de ftalatos estudiado.

pM @ Solubilidad en Presion de Puntode Punto de
Nombre  Abreviatura Estructura Férmula (@/mol) agua ® vapor log Kow fusion @ ebullicién
9 (mg/L, 25°C) (mmHg, 25 °C) C) @ (oC)
‘:Hs\o/\/o o) .
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Tabla 4.1.- (Continuacion).

MM @ Solubilidad en Presion de Puntode Punto de
Nombre  Abreviatura Estructura Férmula (g/mol) agua ® vapor log Kow  fusion @ ebullicién
g (mg/L, 25°C) (mmHg, 25 °C) (°C) @ (oC)
a O™
Ftalato de 106@ (b)
butilbencilo BBP ©/\0 C1oH2004 312,37 <20 8,25-10 5,00 -35 370
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Tabla 4.1.- (Continuacion).

MM @ Solubilidad en Presion de Puntode  Punto de
Nombre  Abreviatura Estructura Formula (@/mol) agua ® vapor log Kow  fusion @ ebullicion
g (mg/L, 25°C) (mmHg, 25 °C) (C) @ (oC)
) AN
Ft?]'f";‘e’nct'ﬁod" DNPP é)(/\/\/ CigHysOs 306,40 <1, 2,80-10°@ 58 ®  <.55 342
Ftalto d o i
o}
Ftatto de DCHP CaoHasOs 330,42 <20 8,69-107 @ 5,76 © 66 222-228 O
diciclohexilo .
Falato de DNOP T CaeHiOs 390,56 <1,0 1,0107®  9,08® 25 220
di-n-octilo H\JAJ
0. 0
(is0-C gHyg) o]
Ftalato de (€ o g -is0) 7@ ®) ©
dicononi DINP o CosHiOs 418,62 <1,0 5,4-10 9,77 -43 244-252
Ftalato de 0“/\/\]/ 7 () (b) ®
diisodecilo DIDP @io\w\)\ CasHicOs 446,67 <1,0 5,28-10 10,47 -50 250-257

# Obtenido de la base de datos Pubchem (https://pubchem.nchi.nim.nih.gov); b Obtenido de (Abdel daiem et al., 2012); “Obtenido de la base de datos de la European
Chemicals Agency; ¢ Obtenido de la base de datos SciFinder predicted properties (https://scifinder.cas.org); ® Obtenido de la base de datos SciFinder experimental

properties (https:/scifinder.cas.org); "Punto de ebullicion a 4 mm Hg; ? Punto de ebullicién a 5 mm Hg.
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mientras que los ftalatos de masas moleculares mas grandes como, por ejemplo, DNOP, DINP
y DIDP presentan solubilidades muy bajas. Este hecho implica que la solubilidad en agua
disminuya a medida que aumenta el numero de atomos de carbono de las cadenas laterales de
la estructura basica que comparten este tipo de compuestos. Asi mismo, la tendencia a la
acumulacion aumentara con el contenido orgénico en matrices de origen medioambiental y

agroalimentario.

Las presiones de vapor, por su parte, disminuyen a medida que aumenta la longitud de
las cadenas laterales. Por lo tanto, aquellos ftalatos que tienen las cadenas mas cortas son los
que presentan presiones de vapor mas pequefias y, en consecuencia, son relativamente volatiles
y més facilmente liberados el medio. Sin embargo, los ftalatos con cadenas laterales més largas

o ramificadas presentan una menor volatilidad.

4.2.- Método UHPLC-MS/MS

La separacion y determinacion de los 15 ftalatos seleccionados se llevo a cabo mediante
un sistema UHPLC-MS/MS empleando las condiciones previamente optimizadas en nuestro
laboratorio para un grupo de analitos similar a los estudiados en este caso (Santana-Mayor et
al., 2018). Utilizando el gradiente descrito en la Tabla 3.2, se obtuvo una adecuada separacion
en términos de eficacias y resolucién de picos, ya que fue posible la separacion de los isomeros
DBP y DIBP, asi como DIPP y DNPP. En este sentido, cabe mencionar que es muy importante
la separacidn de estos isdbmeros, ya que tienen espectros de masas idénticos y, por lo tanto, sin
una separacion previa no seria posible la identificacion y cuantificacion individual de estos

analitos en las muestras reales. El tiempo de analisis fue inferior a 11 minutos.

Siguiendo las directrices de Decision 2002/657/CE de la Comision Europea, la deteccion
y cuantificacion de los analitos de interés se realizd utilizando cuatro puntos de identificacion,
la molécula protonada como ion precursor y dos iones productos, asi como el tiempo de
retencion para cada compuesto. Ademas, se establecid una tolerancia maxima permitida de un
+ 20 % para la relacién relativa entre el ién precursor y los iones productos con el fin de asegurar
la correcta identificacion de los compuestos estudiados. En la Tabla 4.2, se recogen las
transiciones seleccionadas para la identificacion de los picos y los valores de voltaje de cono y

energia de colision utilizados.

35



9¢

Tabla 4.2.- Pardmetros de transicion QqQ-MS/MS de los analitos seleccionados y el estandar interno.

. MM Voltaje de Energia de . MM Voltaje de Energia de
Analito (g/moal) MRM (m/z) cono (V) colision (V) Analito (g/moal) MRM (m/z) cono (V) colision (V)

283,08 > 58,92 14 16 279,06 > 148,93 14 12

DMEP 282,29 DBP 278,35
283,08 > 206,96 14 6 279,06 > 204,95 14 6
195,03 > 76,93 16 32 367,23 > 44,88 18 24

DMP 194,19 DBEP 366,45
195,03 > 162,2 16 8 367,23 > 54,57 18 16
311,17 > 72,96 16 12 307,22 > 42,94 22 28

DEEP 310,35 DIPP 306,4
311,17 > 221,01 16 6 307,22 > 70,95 22 14
223,06 > 148,89 16 18 307,22 > 148,93 22 14

DEP 222,24 DNPP 306,4
223,06 > 176,91 16 8 307,22 > 219 22 8
251,09 > 148,89 18 16 331,22 > 148,94 22 26

DPP 250,29 DCHP 330,42
251,09 > 190,95 18 6 331,22 > 166,94 22 12
313,36 > 90,9 22 16 391,37 > 148,92 22 22

BBP 312,37 DNOP 390,56
313,36 > 204,98 22 8 391,37 > 9291 22 24
279,12 > 148,93 22 16 4194 > 70,95 28 16

DIBP 278,35 DINP 418,62
279,12 > 204,95 22 6 4194 > 127,03 28 12
283,15 > 152,96 20 12 447,44 > 84,98 28 16

DBP-d4 282,37 DIDP 446,67
283,15 > 208,98 20 8 447,44 > 148,93 28 28

p A sopeynsay
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4.3.- Calibrado instrumental

Con objeto de comprobar la linealidad instrumental, se llevd a cabo un calibrado en el
disolvente inyectando siete niveles de concentracion diferentes (n = 7), cada uno por triplicado,
y utilizando DBP-ds como estandar interno (IS, acronimo del inglés internal standard). El
analisis de regresion por el método de los minimos cuadrados dio lugar a los gréaficos de los
residuales de los ftalatos estudiados, que mostraron una distribucién aleatoria de los residuos
alrededor de cero, sin apreciarse ninguna tendencia. En la Tabla 4.3 se muestran los parametros
de calidad del calibrado, incluyendo el rango lineal de trabajo, los intervalos de confianza
asociados a los pardmetros de la ecuacion de la recta para un nivel de confianza del 95 %, el
coeficiente de determinacion (R?), superior a 0,9973 en todos los casos, lo que demuestra una
buena linealidad a nivel instrumental en el rango de concentraciones estudiado, y la desviacion
estandar de los residuales (Syix). Por otra parte, dada la alta sensibilidad del sistema de deteccion
utilizado, el nivel de calibracion més bajo (LCL, del inglés lowest calibration level) fue de 0,25
Hg/L para la mayoria de los analitos.

Tabla 4.3.- Parametros de calidad de las rectas de calibrado de los ftalatos seleccionados en las condiciones
de separacion UHPLC-MS/MS empleadas.

tr Rango lineal Datos del calibrado (n = 7)

Analito (min) (Mg/L) b + Sp-t(05:5) a * Sa-t(00s:5) R S
DMEP 0,84 0,25-250 6,82-10°+1,84-10* 4,26 10°+2,42-10%2 0,9994 0,0178
DMP 0,85 0,25-250 4,33-10%+9,12-10° 2,54:10%+9,91-10° 0,9997 0,0079
DEEP 1,37 0,25-250 8,00-10°+7,57-10° 2,76 10°+9,98-10° 0,9999 0,0071
DEP 141 0,50-250 8,65-10°+9,62-10°  8,48-10°+1,27-10%2 0,9999 0,0090
DPP 2,70 0,25-250 8,75-10°+1,19-10* -3,36 10°+1,52-10%2 0,9999 0,0116
BBP 4,15 0,25-250 8,27-10°+2,09-10* -2,04102+2,77-10% 0,9995 0,0196
DIBP 4,30 0,50-250 6,06-10°+7,24-10° -6,8510°+9,32-10° 0,9999 0,0067
DBP 4,39 050-250 1,23-102+2,13-10* -2,11102+2,75-10% 0,9998 0,0198
DBEP 4,48 050-250 4,36-10°+1,08-10* -4,4510°+1,44-10% 0,9995 0,0099
DIPP 5,85 0,25-250 7,33-10°+1,13-10* -1,37102+1,44-10%2 0,9998 0,0110
DNPP 6,06 0,25-250 1,17-102+1,82-10* -151102+2,35-10%2 0,9998 0,0169
DCHP 6,13 0,25-250 8,92-10%+7,34-10° -9,5610°+9,22-10° 0,9999 0,0071
DNOP 8,67 050-250 7,62-10°+4,52-10* 5,70102+5,82-102 0,9973 0,0418
DINP 9,06 050-250 2,07-10%+1,12-10* 1,11 102+ 1,44-10% 0,9978 0,0104
DIDP 9,66 250-250 2,27-10°+7,63-10° -56910°%+1,02-10°2 0,9991 0,0070

b: pendiente; Sp: desviacion estandar de la pendiente; a: ordenada en el origen; Sa: desviacion estandar de la

ordenada en el origen; R?: coeficiente de determinacion; Sy;: desviacion estandar de los residuales.
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4.4.- Evaluacion de distintos materiales como sorbentes para la MSPD

Como se ha indicado anteriormente los nanomateriales han sido ampliamente utilizados
como sorbentes en distintos procedimientos de extraccion debido a sus particulares
caracteristicas, entre las que destacan su gran area superficial y su capacidad para ser
funcionalizados, que favorecen la obtencion de altas eficacias de extraccion utilizando
pequefias cantidad de material, asi como una alta selectividad (Socas-Rodriguez et al., 2017).
A pesar de ello, su aplicacién como sorbentes de extraccion en el andlisis de ftalatos en muestras
de suelos no ha sido evaluada hasta la actualidad. Teniendo en cuenta este hecho, inicialmente,
se llevo a cabo un estudio empleando distintos nanomateriales como sorbentes de dispersion
para la MSPD con la finalidad de evaluar cual de estos proporcionaba las mejores eficiencias
de extraccion para el grupo de ftalatos seleccionado, asi como una mayor limpieza de la
muestra. Para ello, se realizaron tres experimentos por duplicado partiendo de muestras de suelo
enriquecidas previamente con los analitos de interés a una concentracion de 107 pg/kg en peso
seco, utilizando 20 mg del sorbente y 5 mL de ACN como volumen de elucion. Los sorbentes
estudiados fueron GO, MWCNTs y el MOF Fe-BTC.

Como se puede observar en la Figura 4.1, el GO proporcionaba las recuperaciones mas
bajas para los compuestos estudiados, especialmente para los analitos de cadena larga, DNOP,
DINP y DIDP, que no se extrajeron cuantitativamente. En cuanto a los MWCNTSs, las
recuperaciones aumentaron con respecto a la obtenidas utilizando GO, incluso para los analitos
mas apolares se encontraron en torno al 60 %. Sin embargo, los mejores resultados se
obtuvieron empleando el MOF Fe-BTC, dado que las recuperaciones fueron superiores al 80 %
para todos los analitos. En este sentido, cabe mencionar que este sorbente presentd la mayor
capacidad de limpieza de la muestra minimizando el efecto matriz. Por estas razones, se eligié

el MOF Fe-BTC como sorbente de dispersion para la MSPD del grupo de ftalatos estudiados.
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Figura 4.1.- Resultados del estudio de evaluacion de diferentes nanomateriales como sorbentes para la
extraccion del grupo de ftalatos seleccionado mediante MSPD (n = 2). Concentracion de los analitos en la
muestra: 107 pg/kg.

4.5.- Optimizacion de las condiciones de extraccion

A continuacion, con el fin de obtener las mejores condiciones de extraccion para el grupo
de ftalatos seleccionado, se llevo a cabo un proceso de optimizacion de las variables que podian
tener influencia en el procedimiento. Teniendo en cuenta la escasa aplicacion de la MSPD para
la extraccion de ftalatos en muestras medioambientales (Mufioz-Ortufio et al., 2014)
inicialmente se llevo a cabo la evaluacidn paso a paso de las variables cantidad de muestra y
tipo de disolvente de elucion, estudiando cada factor individualmente para tener una vision clara
del efecto de cada uno de ellos. A continuacion, se utiliz6 un disefio experimental para optimizar
la cantidad de sorbente, el tiempo de dispersion, molido y mezcla y el volumen de disolvente
de elucion, evaluando tanto el efecto individual de cada factor como el efecto que surge de sus
interacciones.

Todos los experimentos de la optimizacion se realizaron por duplicado partiendo de
muestras de suelo enriquecidas previamente con los analitos de interés a una concentracion de
107 pg/kg. Ademas, inicialmente se utilizaron 20 mg de sorbente de dispersion y 5 mL de ACN
como volumen de elucion.
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4.5.1.- Influencia de la cantidad de muestra

A partir de las condiciones anteriormente mencionadas, se estudio la influencia de la
cantidad de muestra sobre el procedimiento de extraccion. Para ello, se utilizaron cinco
cantidades de muestra diferentes (0,5; 1,0; 1,5 y 2,0 g), manteniendo el resto de factores sin

modificar. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 4.2.

120,0
100,0

80,0
B0,5 g muestra
m 1,0 g muestra
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Figura 4.2.- Efecto de la variacion de la cantidad de muestra en las recuperaciones de los analitos de interés
(n = 2). Condiciones de extraccion: 20 mg de sorbente y 5 mL de ACN como disolvente de elucion.

Concentracidn de los analitos en la muestra: 107 pg/kg.

Como se puede observar, en general no existe una clara influencia de la cantidad de
muestra en la eficacia de la extraccién en el rango 0,5 — 1,0 g. Sin embargo, cuando dicha
cantidad es superior a 1,0 g se produce una ligera disminucion de las recuperaciones para
algunos de los analitos, especialmente para DNOP, DINP y DIDP encontrandose valores en
torno al 60 %, para estos analitos. Este hecho podria estar asociado a una distribucion no
homogénea del sorbente sélido utilizando las condiciones de partida. Por esta razon, se eligié

una cantidad de muestra de 1,0 g como la mas adecuada para continuar con el estudio.

4.5.2.- Influencia del disolvente de elucion

Como se indico en la introduccion del presente trabajo, la naturaleza del disolvente

utilizado es un factor determinante para lograr una eficaz y selectiva elucion de los analitos de
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interés de la mezcla sorbente-matriz. En este caso, teniendo en cuenta las distintas polaridades
del grupo de ftalatos seleccionados, se estudio el efecto de cinco disolventes y mezclas de ellos
(ACN, MeOH, acetona, EtOAc, hexano y una mezcla ACN/acetona 50/50 (v/v)) sobre la
reproducibilidad y eficiencia de la extraccion, manteniendo constantes el resto de los
parametros (1,0 g de muestra, 20 mg de sorbente y 5 mL de disolvente de elucién). Los
resultados obtenidos se muestran en la Figura 4.3.

120,0
100,0
S 80,0
S\i EACN
S
'g I Acetona
S 60,0
[«B)

S = ACN/acetona
é 50/50 (v/v)
40,0 O MeOH

m EtOAC
20,0
B Hexano
0,0

Analito

Figura 4.3.- Efecto de la variacion del disolvente de elucién en la recuperacion de los analitos de interés (n
= 2). Condiciones de extraccion: 1,0 g de muestra, 20 mg de sorbente y 5 mL de disolvente de elucion.
Concentracion de los analitos en la muestra: 107 pg/kg.

Como se puede observar, los peores resultados se obtuvieron utilizando hexano ya que
este disolvente no es capaz de extraer cuantitativamente los ftalatos seleccionados. EI MeOH,
por su parte, proporciona recuperaciones muy bajas para la mayoria de los analitos de interés y
especialmente para los ftalatos de cadena larga, al igual que en el caso del EtOAc, debido
fundamentalmente a la naturaleza polar de dichos disolventes. EI ACN, en cambio, muestra
resultados muy buenos para la mayoria de los analitos, en el rango 71 — 97 %. Especialmente
relevantes son los resultados obtenidos para DNOP, DINP y DIDP para los que las
recuperaciones utilizando hexano, MeOH o EtOAc no superaban el 60 %, mientras que en este

caso fueron superiores al 80 %. La acetona, por su parte, proporcionaba recuperaciones
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similares a las del ACN. Sin embargo, se descartd porque, ademas de que la recuperacion
obtenida para el DIDP era inferior al 80 %, su elevada volatilidad podria generar problemas de
irreproducibilidad en la extraccion de los analitos de interés. Teniendo en cuenta estos
resultados, se decidié probar una mezcla ACN/acetona 50/50 (v/v) para comprobar si la
combinacion de ambos disolventes proporcionaba mejores resultados. Sin embargo, las
recuperaciones fueron inferiores a las obtenidas utilizando ACN. Por estos motivos, se
selecciond finalmente este disolvente para llevar a cabo la elucion en el procedimiento de

extraccion.

4.5.3.- Disefio experimental

La optimizacién de la cantidad de sorbente, el tiempo de dispersion, molido y mezcla y
el volumen de disolvente de elucion se llevo a cabo mediante un disefio experimental central
compuesto (CCD, del inglés central composite design), que consiste a su vez en la combinacion
de un experimento factorial completo y un disefio en estrella. EIl estudio constdé de 17
experimentos que se realizaron en tres blogques por duplicado con tres réplicas del punto central
y teniendo en cuenta una distancia axial de 1,67. En la Tabla 4.4 se muestran los niveles de los
factores seleccionados en este disefio. Para llevar a cabo estas experiencias, las muestras de
suelo se enriquecieron previamente con los analitos de interés a una concentracion de 107
Hg/kg. Se considerd como variable de respuesta la relacion entre las areas de pico del analito y
el IS.

Tabla 4.4.- Disefio experimental utilizado para la optimizacion de las condiciones de extraccion.

Disefio compuesto central (CCD)

Factor Disenfio factorial completo  Disefio en estrella

Nivel bajo  Nivel alto Nivel bajo Nivel alto

Cantidad de sorbente (mg) 10 30 3,3 36,7

Tiempo de dispersion, molido
y mezcla (min)

Volumen de ACN (mL) 1 5 0 6,3

1 3 0,3 3,7

En la Figura 4.4 se muestran los efectos individuales de los factores sobre la respuesta
para el DPP, elegido como analito representativo del resto de ftalatos estudiados de polaridad
intermedia-alta. Como se puede observar, al estudiar cada factor por separado resulta evidente
gue los volumenes mas altos de ACN aumentaban la eficiencia de la extraccion, sin embargo,
no se observo una clara influencia de los factores cantidad de sorbente y tiempo de dispersion

molido y mezcla sobre la respuesta.
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Figura 4.4.- Efectos principales de los factores evaluados para la respuesta del DPP.

Por el contrario, en la grafica de efectos principales para los analitos de cadena larga
(DNOP, DINP y DIDP), se observa que a medida que se aumentaba tanto la cantidad de
sorbente como el tiempo de extraccion la eficacia de la extraccion mejora de forma significativa
para este grupo de analitos. En la Figura 4.5 se muestra las grafica para el caso del DINP a

modo de ejemplo, obteniendo resultados andlogos para los otros dos analitos.
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Figura 4.5.- Efectos principales de los factores evaluados para la respuesta del DINP.
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En lo que respecta a las superficies de respuesta obtenidas al representar la relacién de
areas de pico analito/IS para el DPP y DINP frente a la cantidad de sorbente y el volumen de
ACN considerando un tiempo de dispersion, molido y mezcla de 2 min (Figura 4.6), se confirma
que, tanto para los analitos de polaridad intermedia-alta como para los menos polares, la
eficiencia de la extraccion aumentaba utilizando los volumenes més altos de ACN. Ademas, en
lo que se refiere a la cantidad de sorbente, se observa que la eficiencia de la extraccion mejoro

para los ftalatos de cadena larga, empleando las mayores cantidades del material de Fe-BTC.

Superficie de Respuesta Estimada Superficie de Respuesta Estimada
a Tiempo de dispersion, molido y mezcla (min) = 2 b Tiempo de dispersion, molido y mezcla (min) = 2
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Figura 4.6.- Superficies de respuesta estimadas para el CCD. Relacion de areas de pico a) DPP/IS y b)
DINP/IS frente a la cantidad de sorbente y al volumen de ACN (considerando un tiempo de dispersion,

molido y mezcla de 2 min).

Finalmente, se llevaron a cabo cinco extracciones bajo las condiciones 6ptimas obtenidas
a partir del disefio experimental CCD (Tabla 4.5) con el fin de comprobar que efectivamente
estas condiciones eran las que proporcionaban las relaciones area de pico analito/IS mas altas

del total de experimentos.

Tabla 4.5.- Condiciones 6ptimas sugeridas por el CCD.

Factor Condiciones 6ptimas
Cantidad de sorbente (mg) 30
Tiempo de dispersion, molido
. 3,7
y mezcla (min)
Volumen de ACN (mL) 5
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4.6.- Aplicacion de la metodologia en muestras de suelo

4.6.1.- Evaluacion del efecto matriz y calibrado en la matriz

Una vez optimizados los distintos factores que podian tener una mayor influencia en la
eficiencia de la extraccion. La metodologia fue validada para la determinacion del grupo de

ftalatos seleccionados en muestras de suelo agricola.

Como se ha indicado anteriormente, los suelos son matrices muy complejas con un gran
numero de componentes (Correia-Sa et al., 2012) que pueden interferir en la correcta
determinacion de los analitos dando lugar efectos de supresion o incremento de las sefiales
obtenidas, afectando a la sensibilidad, precision y exactitud de la metodologia (Correia-S4 et
al., 2012). Teniendo en cuenta este aspecto, asi como el hecho de que este estudio constituye la
primera aplicacion de un MOF como sorbente para la evaluacion de ftalatos en muestras de
suelo mediante MSPD, se llevo a cabo la evaluacion de la eficacia de la etapa de limpieza de la
muestra, utilizando el sorbente seleccionado. Para ello, se determiné el efecto matriz (EM) para
cada uno de los analitos seleccionados siguiendo el método desarrollado por Matuszewski et al.
(Matuszewski et al., 2003). En este caso los valores de EM se calcularon como el porcentaje de
la relacion del area del pico del analito en las muestras enriquecidas en la matriz y el area para
los estdndares preparados en la composicion inicial de la fase movil. Como se puede observar
en la Tabla 4.6, excepto DNOP, DINP y DIDP, para los que se muestra un moderado efecto
con valores entre el 65,6 — 76,9 %, los valores obtenidos para el resto de los analitos fueron
superiores al 80 % en todos los casos, lo que demuestra la gran eficacia del procedimiento
aplicado para la eliminacién de componentes co-extraidos que puedan influir en la correcta

determinacion de los analitos seleccionados.

Por otro lado, en base a los estudios previos en los que se ha demostrado la presencia de
este tipo de compuestos en muestras de suelo (Net et al., 2015a), se llevo a cabo la extraccion
y analisis de los blancos de la matriz seleccionada aplicando el procedimiento descrito,
encontrando la presencia de BBP, DIBP y DBP. En vista de los resultados obtenidos y con el
objetivo de llevar a cabo la correcta validaciéon de la metodologia, las areas de pico de estos
compuestos se restaron en los casos necesarios, durante la aplicacién de la metodologia.
Adicionalmente, debido a la reconocida ubicua presencia de los ftalatos en el medioambiente
diariamente se realizé el andlisis de blancos de laboratorio con la finalidad de evaluar la
influencia de la contaminacion del entorno en los resultados obtenidos. Estos analisis se

Ilevaron a cabo aplicando la metodologia completa en ausencia de muestra. En este caso no se
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observo la presencia de ninguno de los analitos de interés a concentraciones superiores al LCL

obtenido para cada uno de los analitos.

Tabla 4.6.- Resultados promedio (n = 10) del estudio de efecto matriz al aplicar el método MSPD-UHPLC-

MS/MS para la determinacién de los analitos seleccionados en la muestra de suelo agricola.

Analito Efecto matriz® RSD (%0)
DMEP 99,9 4,1
DMP 82,6 6,8
DEEP 97,7 2,3
DEP 85,1 3,6
DPP 85,1 12,4
BBP 95,1 9,8
DIBP 103,1 6,8
DBP 96,4 8,7
DBEP 100,8 10,7
DIPP 88,5 6,2
DNPP 91,5 13,5
DCHP 95,5 12,8
DNOP 65,6 3,3
DINP 77,1 2,9
DIDP 76,9 2,6

2 Resultados obtenidos como un promedio de cada analito a dos niveles de
concentracion (nivel 1: 2,7 pg/kg, excepto para el DINP que fue de 16
pa/kg; nivel 2: 107 pg/kg).

En vista de estos resultados, y con el objetivo de validar correctamente la metodologia,
se decidi6 hacer uso de una calibracion en la matriz para la adecuada cuantificacion del grupo
de ftalatos estudiados. Para ello, se llevaron a cabo siete extracciones utilizando 1,0 g de
muestra siguiendo el procedimiento de extraccion optimizado, se enriquecieron al final del
proceso con los analitos de interés a siete niveles de concentracion diferentes y se inyectaron
cada uno por triplicado. Las rectas de calibrado se obtuvieron representando la relacion entre
las areas de pico del analito y del IS frente a la concentracion del analito. Los resultados
obtenidos se recogen en la Tabla 4.7, donde se observa que el valor de R? es superior a 0,9906
en todos los casos, demostrando la linealidad de la metodologia en el rango de concentraciones

estudiado.
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Tabla 4.7.- Datos del calibrado en la matriz para el grupo de ftalatos seleccionado en el suelo.

Datos del calibrado (n =7)

Analito Rango lineal (ug/L) b % So-tooss, 2+ Sotooms R2 Syix
DMEP 0,25 - 250 5,17-10° + 3,49-10° -1,25-10%+ 3,62-10° 1,0000 0,0030
DMP 0,25 -250 3,37-10°% + 3,63-10° -2,86-10° +4,63-10°  0,9999 0,0034
DEEP 0,25 - 250 6,69-10° +1,41-10* 7,21-10°+1,51-102  0,9997 0,0124
DEP 1,00 — 250 6,85-10° +2,99-10* 2,97-102+3,93-102 0,9986 0,0285
DPP 0,25 -250 7,78:10°+9,89-10° 1,08:102+1,25-102  0,9999 0,0098
BBP 1,00 — 250 1,11-102 + 3,94.10* -2,13-102+5,05-102  0,9993 0,0226
DIBP 2,50 - 250 5,81:10°+6,51-10* -3,12:10%+8,55-:102 0,9906 0,0616
DBP 2,50 — 250 1,11-102 + 3,94.10* -2,13-102+5,05-102 0,9991 0,0370
DBEP 1,00 — 250 3,79-10°%+1,75-10* 6,61 10°+2,33-102 0,9984 0,0165
DIPP 0,25 -250 6,24:10° + 9,37-10° -5,61-10°+1,16-102  0,9998 0,0092
DNPP 0,25 - 250 1,10-102 + 2,54.10* 2,01-10%+3,16-10%  0,9996 0,0248
DCHP 0,25 -250 9,54-10° +1,35-10* 1,17-102+1,68-102 0,9998 0,0134
DNOP 1,00 - 250 3,89-10° + 2,39-10* -9,75-10°+3,0-102  0,9971 0,0225
DINP 5,00 — 250 9,00-10% + 9,23-10° -7,50-10%+9,93-10% 0,9921 0,0075
DIDP 2,50 - 250 9,01-10%+7,31-10° -4,12-10°+7,37-10° 0,9950 0,0061

b: pendiente. Sy: desviacion estandar de la pendiente. a: ordenada en el origen. S,: desviacion estandar de la

ordenada en el origen. R% coeficiente de determinacion. Sy: desviacion estandar de los residuales.

4.6.2.- Estudio de recuperaciones

Posteriormente, para completar la validacion de la metodologia, asi como para evaluar la
reproducibilidad y eficacia de la extraccion, se llevo a cabo el correspondiente estudio de
recuperaciones. Para ello, las muestras de suelo se enriquecieron previamente a dos niveles de
concentracion diferentes (2,7 pg/kg, excepto para el DINP que fue de 16 pg/kg, y 107 pg/kg)
y se realizaron cinco extracciones consecutivas para cada nivel. Los valores de las
recuperaciones relativas se obtuvieron comparando las relaciones de areas de pico de los
analitos con las areas del IS en las muestras enriquecidas al principio y al final de la
metodologia. Los resultados obtenidos, recogidos en la Tabla 4.8, demuestran una excelente
reproducibilidad y, ademas, una buena eficacia de extraccién (Figura 4.7), puesto que los
valores de las recuperaciones se encontraron en el rango de 78 — 120 % con valores de
desviaciones estandar relativas (RSDs, del inglés relative standard deviation) inferiores al 17

% en todos los casos.

Los limites de cuantificacion del método (LOQ, del inglés limit of quantification),
definidos como la concentracion mas baja del calibrado en la matriz capaz de proporcionar una

relacién sefial/ruido (S/R) superior a 10 para la transicion de cuantificacion y superior a 3 para
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Figura 4.7- Cromatograma de la separacion obtenida tras aplicar la metodologia MSPD-UHPLC-MS/MS desarrollada a una muestra de suelo enriquecida con los
analitos de estudio. Concentracién de los analitos en la muestra: 107 pg/kg. Concentracion del 1S: 107 pg/kg. Volumen de inyeccion:5 pL. Flujo de fase movil: 0,3
mL/min. Reconstitucion de la muestra en 500 uL de la composicién inicial de la fase maévil (50/50 ACN/H,O (v/v), 0,1 % acido férmico). Temperatura de la columna:
40 °C.
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la transicion de confirmacion, después de aplicar el factor de dilucién y teniendo en cuenta las
recuperaciones, se encontraron en el rango de 0,129 — 2,486 pg/kg.

Tabla 4.8.- Resultados del estudio de recuperaciones (n = 5) del método MSPD-UHPLC-MS/MS para el

grupo de ftalatos seleccionado en la muestra de suelo a dos niveles de concentracion.

Recuperaciones relativas

Analito = el 12 (n=5) (RSD, %) Nivel 2° (n=5) (RSD, %)  LOQméwac® (Lg/kg)
DMEP 101 (10) 97 (4) 0,146
DMP 120 3) 94 (11) 0,134
DEEP 102 (9) 99 (4) 0,143
DEP 100 (8) 96 (11) 0,589
DPP 120 (10) 98 (6) 0,132
BBP 116 (8) 103 (4) 0,530
DIBP 117 (5) 105 (5) 1,201
DBP 110 (7) 103 (9) 1,346
DBEP 107 (10) 99 (5) 0,140
DIPP 105 (10) 100 (4) 0,140
DNPP 100 (11) 101 (3) 0,143
DCHP 115 (4) 99 (4) 0,129
DNOP 78 (17) 97 (10) 0,692
DINP 113 (5) 101 (12) 2486
DIDP 83 (10) 105 (15) 1,542

& Concentracion de los analitos en la muestra: 2,7 ug/kg, excepto para el DINP que fue de 16 pg/kg;
b Concentracion de los analitos en la muestra: 107 pg/kg; ¢ Definido como la concentracion mas baja del
calibrado en la matriz capaz de proporcionar una S/R superior a 10 para la transicion de cuantificacion y
superior a 3 para la transicion de confirmacion, después de aplicar el factor de dilucién y teniendo en cuenta

los valores de recuperacion.

4.6.3.- Andlisis de muestras reales

Una vez completada la validacion de la metodologia, y teniendo en cuenta los buenos
resultados obtenidos, se aplicé al andlisis de un total de cuatro muestras de suelos agricolas
procedentes de zonas de cultivo ubicadas en diferentes municipios de la isla de Tenerife.

Como se puede observar en la Tabla 4.9, BBP, DIBP y DBP fueron encontrados en dos
de las muestras analizadas a concentraciones de 5, 15-46 y 9-11 ug/kg, respectivamente (Figura
4.8). La presencia de estos tres compuestos es especialmente relevante teniendo en cuenta que
son sustancias incluidas tanto por la EPA (EPA, 2012) como por la Union Europea (Reglamento
(CE) N° 1907/2006) como sustancias peligrosas prioritarias que deben monitorearse debido a
sus efectos toxicos sobre el desarrollo y funcionamiento de los érganos reproductivos. También

se encontraron residuos de DMP, DEP, DNPP y DCHP en la mayoria de las muestras evaluadas,
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aungue en todos los casos los niveles encontrados fueron inferiores a los LOQs del método,
mientras que el resto de los analitos seleccionados para este estudio no se detectaron en ninguna

de las muestras analizadas.

Tabla 4.9.- Resultados del analisis de diferentes muestras de suelo usando la metodologia MSPD-UHPLC-
MS/MS desarrollada.

Concentracion * intervalo de confianza (ug/kg en peso seco)

Analitos
M1 M2 M3 M4
DMP <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
DEP <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
BBP 5+2 <LOQ <LOQ 5+2
DIBP 46 + 8 <LOQ <LOQ 15+8
DBP 11+3 <LOQ <LOQ 9+3
DNPP n.d. <LOQ <LOQ <LOQ
DCHP <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ

Las muestras de suelos agricolas proceden de M1: San Juan de la Rambla; M2: San Crist6bal de La Laguna;

M3: Candelaria; M4: Glimar; n.d.: no detectado.

Como se ha indicado en la introduccién del presente trabajo, la presencia de estos
compuestos en las muestras analizadas puede relacionarse con las actividades agricolas
desarrolladas en las zonas de cultivo donde se recogieron, incluyendo el uso de peliculas o
acolchados plésticos y fertilizantes, la modificacion del suelo con lodos de depuradoray el riego
con aguas residuales. Aungue dicha contaminacion también puede ser atribuida a la deposicion
atmosférica de los compuestos sobre las matrices evaluadas (Vikelsge et al., 2002; Net et al.,
2015a; L et al., 2018).

Como se muestra en la Tabla 4.10 en la que se recogen estudios previos en los que se ha
Ilevado a cabo la evaluacion de estos analitos en muestras de suelo, tanto el BBP como el DBP
y DIBP habian sido encontrados previamente en otras ocasiones en muestras de suelos
(Vikelsge et al., 2002; Zeng et al., 2008a; Zornikova et al., 2011; Kong et al., 2012; Chao et al.,
2014; Dankova et al., 2016; Sun et al., 2016; Li et al., 2016; Sun et al., 2018; Liu et al., 2018).
En estos casos, las concentraciones encontradas para estos ftalatos variaron en un amplio rango
de concentraciones de 0,3 — 2,7-10° ug/kg en peso seco, llegando a ser considerablemente
superiores a las encontradas en el presente estudio, en el rango de 5 — 46 pg/kg en peso seco.
Especialmente Ilamativos son los contenidos de DIBP y DBP en suelos de China (Chao et al.,
2014) y Republica Checa (Dankova et al., 2016), superando considerablemente los niveles

encontrados en este caso para los suelos de Tenerife. Por otro lado, en lo que respecta al resto
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Tabla 4.10.- Resultados obtenidos en otros estudios en el analisis de diferentes muestras de suelos agricolas.

Muestra Concentracién Procedimiento Técnica de

Localizacion (cantidad) (1g/kg peso seco) de extracciébn  determinacion Observaciones Ref.
DMP n.a.
2 suel ol DEP n.a.
_ Sgﬁlgxs/a%%slcg as BBP (0,01 — 32) Tambien se evalud la
ROSk"de’ fertilizados de forma  DIBP n.a. SLE GC-MS presencia de DPP, Vikelsge et al., 2002
Dinamarca diferente DEHP, DNOP, DnNP y
DBP (0,3 — 453) DINP
(509)
DNPP n.a.
DCHP n.a.
DMP (1,0 - 157)
DEP (1,0 - 178) Tambié 06 |
ambién se evaluo la
BBP (n.d. — 1580) .
Guangzhou, 5 suelos agricolas presencia de DMGP,
China (200 g) DIBP (17 — 1630) Soxhlet GC-MS DMPP, DEEP, DAP, Zeng et al., 2008
DBP (9.0 — 2740) DHP, HEHP, DBEP,
DNPP ’ DEHP y DNOP
n.a.
DCHP (n.d. — 122)
DMP n.a.
DEP n.a.
Brno BBP n.a.
o . También se evalud la Zornikova et al.. 2011
Rgc;]ubllca 4 suelos agricolas DIBP n.a. SLE HPLC-UV presencia de DEHP ornikova et al.,
eca DBP (280 — 1590)
DNPP n.a.

DCHP n.a.
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Tabla 4.10- (Continuacién).

Localizacion Mue_stra Concentracion Procedlmle_r]to Tecnl_ca d.e, Obse rvaciones Ref
(cantidad) (Mg/kg peso seco) de extraccion  determinacion
DMP (2-101)
DEP (2-114)
o vgggtlglseg ehzlélrttlgg y - 0=17%0) SLE GC-MS También se evaluo la
Tianjin, China ’ . DIBP n.a. presencia de DEHP y Kong et al., 2012
terrenos baldios DNOP
(5,0 09) DBP (7 — 285)
DNPP n.a.
DCHP n.a.
DMP 364
DEP 108 . )
También se evaluo la
Peninsula de 4 suelos de BBP 194 presencia de DMGP,
Shandong, invernadero DIBP 1118 USE GC-MS DMPP, DEHP, DEEP, Chao et al., 2014
China (5,0 9) DBP 1471 DPP, DHXP, DBEP,
DNOP, DPhP y DnNP
DNPP n.a.
DCHP 35
DMP n.a.
DEP n.a.
Brno, ] BBP n.a. . ]
Republica Suelo agricola DIBP n.a. SLE HPLC-UV Tambien se evaliola o 04 ot al. 2016
Checa (10 9) presencia de DEHP
DBP (10 — 2480)
DNPP n.a.
DCHP n.a.
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Tabla 4.10- (Continuacién).

Localizacion Mue_stra Concentracion Procedimie_r]to Técni_ca d_e, Obse rvaciones Ref
(cantidad) (1g/kg peso seco) de extraccion  determinacion
DMP 23
DEP 38
. BBP 1,0 También se evalud la
D\eflgﬂ%gér,lo S”e'(%,gggrgco'a DIBP 86 USE GC-MS p[r)eéé’;f'aDg% ’D[')V'HEPP,’ Sun etal,, 2016
DBP 95 DBEP, DEHP y DnNP
DNPP n.a.
DCHP 35
DMP 8,0
DEP 20 También se evalud la
BBP 4,0 .
%ﬁ:’l‘:s Stelo d(ES'g"g)madero DIBP 130 USE GC-MS Brlzegjcgﬁs ,%ﬁi@, Li et al., 2016
! DBP 440 DBEP, DEHP, DPhP y
DNPP n.a. DNOP
DCHP n.d.
DMP 28
DEP 20
Shangai, Suelo agricola BBP 8 También se evalué la
China (50 9) DIBP n.a. USE GC-MS presencgl\?gg)EHP y Sun et al., 2018
DBP 659
DNPP n.a.
DCHP n.a.
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Tabla 4.10- (Continuacién).

Muestra Concentracién Procedimiento Técnica de

Localizacion (cantidad) (1g/kg peso seco) de extraccion  determinacion Observaciones Ref.
DMP (75 - 164)
DEP (20 - 177)
] BBP (81— 301) Tambiér_1 se evaluo la
Gu?:nhgijﬁi;ou, Suel(% ,ggé;cola DIBP (22— 199) QUEChERS GC-MS IDpI(/eIE’(g:CgEdéP?I':\)AEIE’y Liu et al., 2018
DBP (160 — 256) DHP.
DNPP n.a.
DCHP n.a.

DHXP: ftalato de di-n-hexilo; DMGP: ftalato de dimetilglicol; DMPP: ftalato de bis-(4-metil-2-pentilo); DnNP: ftalato de di-n-nonilo; DPhP: ftalato de
difenilo; HEHP: ftalato de bis-(hexil-2-etilhexilo); n.a.: no analizado; n.d.: no detectado; QUEChERS: acrénimo en inglés de Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged

y Safe. SLE: extraccion solido liquido.
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de analitos evaluados, tanto DMP como DEP han sido encontrados en un rango de
concentraciones de 1,0 — 178 pg/kg en peso seco, mientras que en este estudio sus valores
fueron inferiores a los LOQs del método para cada uno de ellos (0,134 y 0,589 pg/kg,
respectivamente). En lo que respecta al DNPP y DCHP, el primero no se analizé en ninguno de
los trabajos previos, mientras que el segundo se determind en algunos de estos estudios
encontrdndose en un rango de 7 — 122 pg/kg en peso seco (Zeng et al., 2008a; Chao et al., 2014;
Sun et al., 2016; Li et al., 2016; Liu et al., 2018).

100 313,36 >90,90
1.40-10°

T T T \ T T T T T T y T T T T T T T T T T T T
37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 a7 48 49

1001 279,12>14893

222:10°
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DIBP

Intensidad relativa (%)

1007 27906>14893
2.40-10°
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Tiempo (min)

Figura 4.8- Cromatograma de los analitos encontrados en una muestra real de suelo agricola procedente del
municipio de San Juan de la Rambla (Tenerife) tras aplicar la metodologia MSPD-UHPLC-MS/MS
desarrollada. Volumen de inyeccién: 5 pL. Flujo de fase mévil: 0,3 mL/min. Reconstitucion de la muestra
en 500 uL de la composicién inicial de la fase mévil (50/50 ACN/H20 (v/v), 0,1 % acido férmico).
Temperatura de la columna: 40 °C.
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Conclusiones

Conclusiones

De los resultados obtenidos en el presente Trabajo de Fin de Master se pueden obtener

las siguientes conclusiones:

Se ha desarrollado y optimizado una nueva metodologia analitica para la determinacién de
15 ftalatos (DMEP, DMP, DEEP, DEP, DPP, BBP, DIBP, DBP, DBEP, DIPP, DNPP,
DCHP, DNOP, DINP, DIDP) en suelos, utilizando la MSPD como técnica de extraccion,
preconcentracion y limpieza, previa a la separacion y determinacion analitica mediante
UHPLC-MS/MS.

Se ha empleado con éxito la UHPLC-MS/MS para separar y determinar el grupo de ftalatos
seleccionado con un tiempo de analisis inferior a 11 minutos, utilizando como fase movil
una mezcla ACN/H20, 0,1 % en &cido formico. La determinacion se ha llevado a cabo

utilizando una interfaz ESI, trabajando en modo positivo, y un analizador de QQQ.

El estudio de calibracion instrumental ha demostrado una buena linealidad en el rango de

concentraciones estudiado, con valores de R? superiores a 0,9973 para todos los analitos.

Distintos tipos de materiales han sido evaluados como sorbentes para la MSPD de este
grupo de ftalatos. De todos ellos, el MOF Fe-BTC mostrd los mejores resultados en

términos de recuperaciones y eliminacion de efecto matriz.

La optimizacion del procedimiento de extraccion se llevo a cabo mediante un disefio
experimental central compuesto. Las mejores condiciones de extraccion se obtuvieron
empleando 1,0 g de muestra de suelo, 30 mg de MOF Fe-BTC como sorbente, un tiempo de

dispersion, molido y mezcla de 3,7 minutos y 5 mL de ACN como disolvente de elucién.

La metodologia analitica desarrollada se validé mediante los correspondientes calibrados en
la matriz, asi como realizando un estudio de recuperaciones a dos niveles de concentracion.
Los R? obtenidos fueron superiores a 0,9906 para todos los analitos, mostrando la buena
linealidad de la metodologia en el rango de concentraciones estudiado. Asi mismo, el estudio
de recuperaciones demostrd una excelente reproducibilidad y eficiencia de extraccion del
procedimiento MSPD con valores de recuperacion comprendidos en el intervalo 78 — 120 %
y valores de RSDs inferiores al 17 % en todos los casos. Ademas, los LOQs del método se
encontraron en el rango de 0,129 — 2,486 pg/kg, demostrando la alta sensibilidad de la

metodologia desarrollada.
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— Esta metodologia constituye la primera aplicacion del MOF Fe-BTC como sorbente para la

extraccion del grupo de ftalatos seleccionado en muestras de suelo.

— El procedimiento de extraccion es simple, rapido, sencillo y econémico. Por otra parte, se
trata de un procedimiento respetuoso con el medioambiente, debido al bajo consumo de
disolventes orgénicos y bajo requerimiento de sorbente, cumpliendo con las tendencias
actuales en el desarrollo de métodos de separacion, basadas en los principios de la llamada

Quimica Verde.

— La metodologia ha sido aplicada para la evaluacién de suelos agricolas de distintas zonas de
la isla de Tenerife, encontrando la presencia de BBP, DIBP y DBP, en dos de las muestras

analizadas en el rango de 5 — 46 g/kg en peso seco.

La metodologia desarrollada presenta una alternativa a los procedimientos
convencionales cominmente aplicados para la determinacion de ftalatos en suelos. Ademas,
teniendo en cuenta los buenos resultados obtenidos en el presente estudio, el metodo podria
hacerse extensible para el andlisis de este tipo de compuestos a otras muestras

medioambientales complejas.
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6.- Glosario
ACN
ASE
BBP
CCD
CLC
de.

d.i.
DAD
DAP
DBEP
DBP
DBP-ds
DCHP
DEEP
DEHP
DEP
DHP
DHXP
DIBP
DIDP
DIHP
DINP
DIPP
DI-SPME

DMEP

Glosario

Acetonitrilo

Extraccion acelerada con disolventes
Ftalato de butilbencilo
Disefio central compuesto
Cromatografia liquida capilar
Diametro externo

Diametro interno

Detector de diodo-array
Ftalato de dialilo

Ftalato de di-2-n-butoxietilo
Ftalato de di-n-butilo

Ftalato de dibutilo-3,4,5,6-d4
Ftalato de diciclohexilo
Ftalato de di-2-etoxietilo
Ftalato de di-2-etilhexilo
Ftalato de dietilo

Ftalato de dihexilo

Ftalato de di-n-hexilo

Ftalato de diisobutilo

Ftalato de diisodecilo

Ftalato de diisoheptilo
Ftalato de diisononilo

Ftalato de diisopentilo
Microextraccion en fase sélida de inmersion directa

Ftalato de di-2-metoxietilo
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DMGP
DMP
DMPP
DnNP
DNOP
DNPP
DPhD
DPP
ECD
El

EM
EPA
ESI
EtOAc
EtOH
Fe-BTC
FID
GC
GCB
GO
HEHP
HPLC
HS-SPME
ICIA
IDT

IS

Glosario

Ftalato de dimetilglicol

Ftalato de dimetilo

Ftalato de bis-(4-metil-2-pentilo)
Ftalato de di-n-nonilo

Ftalato de di-n-octilo

Ftalato de di-n-pentilo

Ftalato de difenilo

Ftalato de dipropilo

Detector de captura electrénica
Impacto electronico

Efecto matriz

Agencia de Proteccion Medioambiental de los Estados Unidos

lonizacion por electrospray

Acetato de etilo

Etanol

Fe-1,3,5-bencenotricarboxilato

Detector de ionizacion de llama
Cromatografia de gases

Carbon negro grafitizado

Oxido de grafeno

Ftalato de bis-(hexil-2-etilhexilo)
Cromatografia liquida de alta eficacia
Microextraccion en fase sélida en espacio en cabeza
Instituto Canario de Investigaciones Agrarias
Ingesta diaria tolerable

Estandar interno
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IT-SPME
LC
LCL
LME
LOQ
LPME
MAE
m-dSPE
MEKC
MeOH
MIP
MOF
MRM
MS
MS/MS
MSPD
MWCNT
NAFTA
OCDE
OMS
PAE
PAH
PCB
PLE
PTFE

PVC

Glosario

Microextraccion en fase sélida en tubo
Cromatografia liquida

Nivel de calibracion mas bajo

Limite de migracion especifico

Limite de cuantificacion

Microextraccion en fase liquida

Extraccion asistida por microondas

Extraccion en fase solida dispersiva magnéetica
Cromatografia electrocinética micelar

Metanol

Polimero de impronta molecular

Red metal-organica

Monitorizacién de reaccién multiple
Espectrometria de masas

Espectrometria de masas en tandem
Dispersion de matriz en fase sélida

Nanotubo de carbono de pared maltiple
Tratado de Libre Comercio de América del Norte
Organizacién para la Cooperacion y el Desarrollo Econdémicos
Organizacién Mundial de la Salud

Ester del acido ftalico

Hidrocarburo aromatico policiclico

Bifenilo policlorado

Extraccidn con liquidos presurizados
Politetrafluoroetileno

Cloruro de polivinilo
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PVDF
QaQ
RSD
S/IR
SBSE
SFE
SPE
H-SPE
SPME
tr
UHPLC
USE

uv

Glosario

Polifluoruro de vinilideno

Triple cuadrupolo

Desviacion estandar relativa

Relacion sefial/ruido

Extraccion por adsorcion con barra agitadora
Extraccion con fluidos supercriticos
Extraccion en fase solida

Extraccion en fase s6lida miniaturizada
Microextraccion en fase sélida

Tiempo de retencion

Cromatografia liquida de ultra-alta eficacia
Extraccidn por ultrasonidos

Ultravioleta
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