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Los contaminantes orgdnicos emergentes (EOCs) son un grupo de
sustancias quimicas que incluyen diferentes compuestos
ampliamente utilizados en diversas actividades humanas e
industriales. El alto consumo de farmacos, productos de cuidado e
higiene personal (PCPs) y la aparicidon de nuevas drogas de abuso son
algunas de las razones por las que ha aumentado la presencia de
EOCs en muestras ambientales. Tras la exposicion a este tipo de
sustancias, éstas son asimiladas por el cuerpo y pueden ser
detectadas en la orina, por lo que es de interés su determinacion
desde el punto de vista clinico, farmacolégico y toxicolégico. Por lo
tanto, existe la necesidad de que se sigan desarrollando y mejorando
los métodos analiticos para la determinacién de este tipo de
compuestos en diferentes matrices, tanto ambientales como
bioldgicas.

Por otra parte, las principales tendencias en el campo de la quimica
analitica son miniaturizar y automatizar los métodos analiticos
mejorando también a su vez la robustez y la sensibilidad de una
manera simple y eficiente. La electroforesis capilar (CE) es una
técnica que en los Ultimos afos se ha empleado satisfactoriamente
para el analisis de una gran cantidad de sustancias en diferentes
tipos de muestras, no obstante, la baja sensibilidad que presenta
cuando se utiliza en combinacidn con un detector ultravioleta-visible
(Uv/Vis) es una de sus principales limitaciones. Esta baja sensibilidad
es debida en parte a las reducidas dimensiones de los capilares
utilizados, haciendo que la cantidad de analito que se puede detectar
sea muy baja, debido al pequefio paso Optico de la ventana de
detecciodn, y por otro lado otra contribucidn es la pequefia cantidad
de muestra que se puede introducir en el capilar.

Con el objetivo de solventar esta problematica, se han desarrollado
diferentes estrategias que pueden aumentar la cantidad de analito
presente en el capilar, ya que en muestras biolégicas y ambientales
los analitos se encuentran normalmente a bajos niveles de
concentracion. Concretamente, se han evaluado algunas estrategias
de preconcentracién para la determinacidn de diferentes familias de
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EOCs en las que nuestro grupo de investigacion tiene experiencia,
como son antiinflamatorios no esteroideos (AINEs), filtros
ultravioleta y catinonas sintéticas. Estas estrategias se basan en la
combinacidn in-line de la CE con técnicas de microextraccién en fase
liqguida, como la single-drop microextraction (SDME), técnicas de
microextraccion en fase sélida, como la in-line solid phase extraction
(SPE) y técnicas de preconcentracion electroforética, concretamente
pressure-assisted electrokinetic injection (PAEKI). En primer lugar, se
desarrollé un método basado en SDME-CE para la determinaciéon de
AINEs en muestras de orina y se optimizaron los principales
pardmetros que afectan a la SDME, como pH y composicidn de la
muestra, proceso de formacién y tamafio de la gota, tiempo de
extraccién y tiempo de inyeccion de la muestra. Con el empleo de la
SDME, ademas de solventar la problematica de la baja sensibilidad
de la CE, se consiguio el lavado de la muestra y la extraccion de los
analitos de una manera simple y automatizada reduciendo el tiempo
de manipulacién de la muestra. El método desarrollado fue validado
con muestras de orina y permitié el andlisis de muestras de pacientes
gue estaban bajo tratamiento médico. En otro estudio, se desarrollé
un método basado en in-line SPE-CE para la determinacién de
catinonas en muestras de orina. Debido al caracter quiral de las
catinonas y teniendo en cuenta que los diferentes enantiomeros
presentan propiedades diferentes, la primera etapa fue conseguir la
enantiomérica de los compuestos. Posteriormente, se estudiaron
diferentes parametros de la técnica in-line SPE que influyen en el
proceso de preconcentracion como la cantidad de muestra
introducida en el capilar y el volumen del solvente de elucion. Con el
método desarrollado se consiguié tanto la separacién enantiomérica
como la preconcentracion de los compuestos estudiados,
posibilitando la determinaciéon de catinonas sintéticas en muestras
de orina. Finalmente, se desarrolld6 un método basado en la
aplicacion de una técnica de preconcentracién electroforética, en
concreto, PAEKI para el anadlisis de filtros ultravioleta en muestras de
orina y muestras de crema solar. Se estudiaron los principales
pardmetros que afectan al proceso de preconcentracién, como el pH
de la muestra, la presion y voltaje aplicado durante la inyeccidon vy el



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

ESTRATEGIAS DE PRECONCENTRACION COMBINADAS IN-LINE CON LA ELECTROFORESIS CAPILAR
Alejandro Garcia Vazquez

Resumen | iii

tiempo de carga de soluciones patrén. El método fue validado en
soluciones  patréon, obteniéndose elevados factores de
preconcentracion, lo que demuestra el potencial de PAEKI como
técnica para mejorar la sensibilidad de la CE.
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La utilizacion de compuestos organicos para uso industrial, médico y
doméstico esta ampliamente extendida debido a nuestro estilo de
vida. Por este motivo, es necesario que se sigan desarrollando vy
mejorando los métodos analiticos para la determinacidn de este tipo
de compuestos en muestras ambientales y bioldgicas. Uno de los
principales objetivos que se pretenden es estudiar la posible
presencia de estos compuestos en este tipo de muestras para poder
evaluar de este modo las posibles consecuencias que pueden tener
sobre la salud y el medio ambiente.

Algunos de estos compuestos se pueden clasificar dentro del grupo
de los contaminantes organicos emergentes (emerging organic
contaminants — EOCs), que se definen como compuestos de los
cuales se sabe relativamente poco de su presencia e impacto, y que
no estdn incluidos en las regulaciones existentes a pesar de ser
amenazas potenciales para los ecosistemas y la salud. Dentro de este
grupo se encuentran, entre otros, productos farmacéuticos y de
cuidado e higiene personal (pharmaceuticals and personal care
products — PPCPs), hormonas, surfactantes, compuestos
perfluorados, retardantes de llama, aditivos industriales o drogas de
abuso. Estos compuestos son muy utilizados en la actualidad, y por
ello, se pueden encontrar facilmente tanto en muestras ambientales
como en muestras bioldgicas [1-10]. La ruta que siguen estos
compuestos se puede explicar a partir de su ingesta por via oral, son
absorbidos en el aparato digestivo, posteriormente son
metabolizados en el higado y se excretan mediante la orina.
Posteriormente, a través de la red de saneamiento llegan a las
estaciones depuradoras de aguas residuales (EDAR), desde donde
algunos de estos compuestos, pueden ser finalmente liberados al
medio acudtico debido a la limitada capacidad de eliminacién que
presentan estas plantas de tratamiento para ciertos compuestos [5,
11-15]. Es importante senalar que la presencia de estos compuestos
en el medio acudtico esta bajo investigacién ya que pueden afectar
directamente a los organismos acuaticos, y posteriormente al ser
humano [2, 6, 16-18].
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Para el analisis de muestras bioldgicas y ambientales es fundamental
poder realizar la determinacion de los diferentes compuestos a
niveles bajos de concentracion, ya que los analitos en estas matrices
se encuentran normalmente a niveles de ng/L e incluso inferiores [3,
7, 8,19].

En los ultimos ainos, las principales tendencias en el campo de la
guimica analitica han sido miniaturizar, automatizar y economizar los
analisis mejorando también a su vez la robustez y la sensibilidad para
obtener bajos niveles de concentracion de una manera simple y
eficiente.

Las técnicas analiticas empleadas mayoritariamente para Ila
determinacion de los contaminantes organicos emergentes son la
cromatografia de gases (gas chromatography — GC), la cromatografia
de liquidos (liquid chromatography — LC) y la electroforesis capilar
(capillary electrophoresis — CE) [3, 4, 9, 10, 20-23].

La CE es una técnica que en los ultimos afos se ha empleado
satisfactoriamente para el analisis de una gran cantidad de
compuestos en diferentes muestras. Como ventajas de esta técnica
podemos destacar la eficacia en la separacion, la rapidez y la poca
cantidad de muestra que requiere para llevar a cabo los andlisis. Sin
embargo, la baja sensibilidad que tiene, sobre todo cuando se utiliza
un detector ultravioleta-visible (UV/Vis) es una de las principales
limitaciones de la CE en comparacion con la LC [24]. Esta baja
sensibilidad es debida en parte a las reducidas dimensiones de los
capilares que se utilizan, que generalmente tienen diametros
internos comprendidos entre 25-100 um, haciendo que la cantidad
de analito que se puede detectar sea muy baja ya que el paso éptico
de la ventana de deteccidn es muy pequefio, asi como también a la
pequeiia cantidad de muestra que se puede introducir en el capilar
(del orden de nL) para el analisis.

En los ultimos afos para solventar este problema se han desarrollado
multiples estrategias destinadas a aumentar la cantidad de analito
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presente en el capilar. Concretamente se han aplicado técnicas de
microextraccion y técnicas de preconcentracion electroforética en
combinacién con la CE [25-30]. Las técnicas de microextraccion se
basan principalmente en la preconcentracion de los analitos
mediante un sorbente (fase sdlida) y la posterior elucién de los
mismos, o mediante la utilizacién de un liquido como extractante
(fase liquida). En el caso de las técnicas de preconcentracién
electroforética, cabe sefalar que existen una amplia variedad
descritas en la bibliografia, pero la presente Tesis Doctoral se
centrard en las técnicas de stacking, que se basan en la
preconcentracion de los analitos debido a las diferencias de
movilidad de éstos entre la matriz de la muestra y el electrélito de
separacion (background electrolyte — BGE).

Para el desarrollo y aplicaciéon de las técnicas de preconcentracién
utilizadas en esta tesis doctoral se han escogido diferentes familias
de EOCs como analitos modelo. Concretamente se han seleccionado
un grupo de antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) como
productos farmacéuticos, un grupo de filtros ultravioleta como
productos de cuidado e higiene personal y un grupo de catinonas
sintéticas como drogas de abuso.

En los siguientes apartados se presentan en primer lugar los analitos
estudiados, a continuacién, en los apartados 1.4 y 1.5, se
presentardan las diferentes técnicas de microextraccion vy
preconcentracion mas empleadas en su combinacién in-line con la
CE. Por ultimo, en los apartados 1.6, 1.7 y 1.8, se recogen los
estudios bibliograficos centrados en la determinaciéon mediante la CE
de las distintas familias de compuestos incluidas en esta tesis y
basados en el uso de CE.
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1.1. Antiinflamatorios no esteroideos (AINEs)
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Los antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) son un conjunto
heterogéneo de compuestos quimicos generalmente no relacionados
entre si, que comparten acciones terapéuticas para el control en
diverso grado del dolor, la inflamacién y la fiebre en animales y
humanos. Su mecanismo de accién se basa en la inhibicion de la
ciclooxigenasa, una enzima que permite sintetizar prostaglandinas a
partir del acido araquiddnico. Los AINEs se encuentran entre los
medicamentos mas prescritos y consumidos en todo el mundo [31].
Los beneficios que proporcionan estos farmacos sobre la salud son
bien conocidos pero, sin embargo, pueden presentarse reacciones
adversas, principalmente gastrointestinales [32] y cardiovasculares
[33] debido a su uso.

Desde el punto de vista quimico estos farmacos son no volatiles,
polares y altamente solubles en medio acuoso. Se pueden clasificar
como derivados del dacido salicilico (aspirina, salicilato sédico,
diflunisal); derivados del acido propidnico (ibuprofeno, naproxeno,
fenoprofeno, ketoprofeno, flurbiprofeno, oxaprozina); derivados del
acido acético (indometacina); derivados del acido endlico (piroxicam)
y derivados de pirazolonas (metamizol, propifenazona,
fenilbutazona). Los derivados del acido salicilico y los derivados del
acido propidnico son los AINEs mds comunes y mds consumidos ya
gue su mecanismo de accién es de amplio espectro (no son muy
especificos y pueden ser empleados para multiples afecciones). Los
derivados del acido acético, acido endlico y pirazonolas son utilizados
para tratamientos mas especificos o complementarios. En la
presente Tesis Doctoral se han seleccionado concretamente un
grupo de AINEs derivados del acido propidnico. Estos se caracterizan
por ser acidos débiles debido a la presencia en su estructura de un
grupo carboxilico (tienen unos valores de pK, entre 3y 7).
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En la figura 1 se muestran las estructuras caracteristicas de los AINEs
derivados el acido propidnico mas ampliamente utilizados.
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Figura 1. Estructura de algunos AINEs derivados del acido propidnico.

A pesar del beneficio que aportan estos compuestos en el dambito
sanitario, los AINEs son considerados contaminantes organicos
emergentes debido a su amplia presencia en el medio ambiente y sus
propiedades ecotoxicolégicas, por lo que es necesario su
determinacion para controlar su presencia, distribucion e impacto,
en muestras ambientales [5, 12, 14, 34-36], organismos acuaticos
[35, 37-39] y en diferentes tipos de muestras biolégicas como orinay
sangre humana [21, 40, 41], fundamentalmente.

En cuanto a la legislacidon de estos compuestos, en la Unidn Europea
(UE) los AINEs son regulados por el Reglamento (CE) 726/2004 en el
gque se establecen los procedimientos para la autorizacidon y
supervision de medicamentos de uso humano y veterinario. La
Agencia de Medicamentos Europea (“European Medicines Agency” —
EMA), es el organismo que establece el control centralizado en la UE
para el procedimiento de autorizacion de medicamentos. Esto
significa que hay una sola aplicacién, una sola evaluacién y una Unica
autorizacion que permite el acceso directo al mercado de un
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medicamento en la UE [42]. Los AINEs estdn regulados en el ambito
veterinario, y se recogen en el Reglamento (UE) 37/2010, relativo a
sustancias farmacolégicamente activas. En esta normativa se hace
referencia a los limites maximos de residuos en los productos
alimenticios de origen animal, donde se especifican las cantidades
maximas permitidas para diferentes antinflamatorios en diversas
especies animales [43].

En el ambito ambiental, estos compuestos hasta la fecha aun no
estan incluidos en la lista de sustancias prioritarias que recoge la
Directiva Marco del Agua (2000/60/EC) [44]. No obstante, el
diclofenaco se recoge en la modificacion de la Directiva Marco del
Agua, Directiva 2013/39/UE, en la lista de observacion, “para recabar
datos de seguimiento con el fin de facilitar la determinacién de
medidas adecuadas para afrontar el riesgo que supone esta
sustancia”[45].
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1.2. Filtros ultravioleta
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Los filtros ultravioleta se consideran EOCs y se incluyen dentro del
grupo de PPCPs. Los PPCPs comprenden diferentes grupos de
compuestos que se utilizan como aditivos en productos de uso
diario, como cosméticos, cremas faciales, productos para después
del afeitado, barras de labios, champus, maquillajes, productos para
el hogar y productos farmacéuticos [46].

Hoy en dia, hay una gran conciencia de lo importante que es
protegernos de la radiacién ultravioleta para evitar quemaduras
solares en la piel (fotodermatosis) o cancer de piel [47, 48]. Es bien
conocido que la excesiva exposicion a la luz solar causa dafos debido
a que el ADN, el ARN, las proteinas, las membranas lipidicas y los
organulos de las células presentes en dermis y epidermis absorben la
radiacion ultravioleta. Por esta razon, los filtros ultravioleta se
incorporan en productos de proteccidon solar con el objetivo de
protegernos frente a la radiacién solar.

Los filtros ultravioleta se pueden clasificar en dos grupos de acuerdo
con su naturaleza. Los filtros ultravioleta inorgdnicos, también
llamados filtros ultravioleta fisicos, tienen como funcién reflejar y
dispersar la radiacidn ultravioleta, mientras que los filtros organicos,
también Illamados filtros quimicos, absorben la luz. Los filtros fisicos
son generalmente 6xidos metdlicos que proporcionan una mayor
protecciéon que los quimicos. Los filtros ultravioleta quimicos son
compuestos orgdnicos que llevan anillos aromaticos en su estructura:
dobles enlaces carbono-carbono y/o grupos funcionales carbonilo. A
su vez, los filtros ultravioleta quimicos se pueden clasificar en
diferentes familias segln su composicién quimica: derivados de la
benzofenona, derivados del dacido p-aminobenzoico, salicilatos,
cinamatos, alcanfor, triazinas, benzotriazoles, etc. [49].
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A continuacidn, en la figura 2 se presentan las estructuras de algunos
de los filtros ultravioleta mds comunes.
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Figura 2. Estructura de algunos filtros ultravioleta.

Los filtros ultravioleta pueden ser absorbidos directamente por la
piel, metabolizados y bioacumulados [48, 50]. Las principales vias a
través de las que estos compuestos se introducen en el medio
ambiente son las descargas de aguas residuales industriales, las
actividades de bano, lavado de ropa y la excrecion humana después
de la aplicacién en la piel. Cabe sefialar que la presencia de estos
contaminantes en el medio ambiente acuatico es de gran
preocupacion debido al creciente uso que en los Ultimos afos se esta
haciendo de ellos [48-51]. Ademas, cabe destacar que los filtros
ultravioleta acaban en las aguas residuales y las plantas de
tratamiento de este tipo de agua no son eficientes para su total
eliminacion [5, 13, 14, 52]. Tras su liberacion a través del efluente de
estas plantas, estos compuestos se distribuyen en el medio segun su
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solubilidad. Los compuestos mas lipofilos tienden a absorberse en los
lodos generando focos de contaminacién, ya que los compuestos
guedan retenidos en los sedimentos y a medida que pasa el tiempo
éstos pueden formas productos de degradacién y se pueden ir
liberando lentamente al medio acuatico. En cambio, los mas
hidroéfilos terminan en las aguas superficiales contaminando la biota
existente [53].

Los filtros ultravioleta del tipo benzofenona pueden presentar
propiedades de disruptores endocrinos (“Endocrine Disruptor
Compounds” — EDC) [54]. Los EDC estan relacionados con diversas
enfermedades endocrinas tales como algunos trastornos
reproductivos, infertilidad, cdncer, obesidad, diabetes y trastornos
del neurodesarrollo [55]. Algunos estudios también sugieren que
estos compuestos pueden inducir riesgo ecotoxicoldgico para los
seres humanos y la fauna acudtica [56, 57].

El aumento del uso de cosméticos y, por lo tanto, la mayor aparicion
de estos compuestos en el agua, ha hecho que su estudio en
diferentes compartimentos ambientales sea de gran interés y
constituya un tema prioritario en muchos paises. Para ello es
necesario desarrollar métodos analiticos para su determinacion
tanto en muestras ambientales, fundamentalmente aguas y lodos, y
en muestras bioldgicas: organismos acudticos (peces, moluscos) vy
muestras humanas (principalmente sangre y orina).

En cuanto al marco legislativo, las leyes que regulan los cosméticos
son diversas en diferentes partes del mundo y los ingredientes
cosméticos pueden ser sometidos a diversos niveles de regulacion.
En el Reglamento Europeo de Productos Cosméticos (CE 1223/2009)
[58] se especifica qué sustancias quimicas estdn prohibidas,
permitidas y como se deben cumplir los criterios normativos para ser
utilizadas como ingredientes cosméticos y productos de higiene
personal, concretamente, en el Anexo VI de este reglamento, se
muestran los 27 filtros ultravioleta que estdn permitidos en
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cosmética y las cantidades mdaximas en los que pueden estar
presentes, que estan dentro del rango entre el 3% y el 25%.

La legislacién cosmética con frecuencia es actualizada, por lo que la
metodologia analitica debe ser constantemente revisada y mejorada
para cumplir con los requisitos de la legislacién. Un ejemplo de este
hecho, es el estudio de Sobek y col. [59] en que se han puesto de
manifiesto las incoherencias en la legislacién de la UE en relacién con
los filtros UV, ya que casi el 50% de los filtros UV permitidos en la
lista positiva podrian ser clasificados como peligrosos para el medio
ambiente acudtico de acuerdo al Reglamento de clasificacion,
etiquetado y envasado de sustancias y mezclas (“classification,
labelling and packaging” — CLP) [60]. Por lo tanto, no se puede
descartar que la legislacion relativa a estos productos quimicos
cambie en un corto plazo de tiempo.

Los filtros ultravioleta todavia no estdn incluidos en las legislaciones
ambientales, pero el aumento de la presencia de estos compuestos
en el medio ambiente y la baja eficacia de las EDAR convencionales
para eliminarlos [5, 13, 14, 52], promueven la constante modificacién
del marco normativo para cubrir un mayor nimero de compuestos
peligrosos para la salud y el medio ambiente.
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1.3. Catinonas sintéticas
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Las catinonas sintéticas son sustancias afines a la catinona, uno de los
principios psicoactivos presentes en la planta Catha edulis, originaria
de Africa y la peninsula arabica [61]. El grupo incluye varias sustancias
gue se han usado como ingredientes farmacéuticos activos de
medicamentos como, por ejemplo, la anfepramona. Las catinonas
sintéticas pertenecen a un grupo de drogas llamadas nuevas
substancias psicoactivas (new psychoactive substances — NPS). Las
NPS son sustancias no reguladas que estan disponibles en el mercado
y tienen efectos similares a las drogas ilegales. Las catinonas sintéticas
son R-ketoanfetaminas con similitud estructural a la dopamina, la
metanfetamina, la 3,4-metilendioximetanfetamina (MDMA), y la
pirovalerona [62]. En la figura 3 se muestran las estructuras de algunas
de las catinonas mas comunes.
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Figura 3. Estructura de algunas de las catinonas mas comunes.

La semejanza estructural entre las catinonas sintéticas y otros
estimulantes posibilita que éstas puedan desempefiar la misma
funcién, como el aumento de la liberacion de monoaminas y la
inhibicién de su recaptacién en las neuronas [62]. Las catinonas
sintéticas tienen efectos similares a los de la cocaina, anfetamina o
MDMA, pero poco se sabe de su farmacologia. Desde mediados de la
década del 2000, han ido apareciendo este tipo de drogas en el
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mercado ilegal, donde se comercializan y venden a través de internet
mezclas de drogas de disefio denominadas como legal highs.

Las catinonas sintéticas constituyeron la categoria mdas grande de
NPS identificadas por el observatorio europeo de droga vy
toxicomanias (European Monitoring Centre for Drugs and Drug
Addiction — EMCDDA) en 2014, con un aumento de 60 veces entre
2008 y 2013. Las catinonas que se consumieron mas desde que se
sabe de su existencia hasta 2010 fueron la mefedrona y la metilona
[63].

Los efectos adversos mas frecuentes del consumo de catinonas
sintéticas son: ansiedad, alucinaciones, paranoia, hipertension,
taquicardias, eventualmente fallo renal y/o hepatico, e incluso la
muerte. También se ha observado el desarrollo del sindrome de
abstinencia, tolerancia y dependencia después de la retirada tras un
consumo frecuente de mefedrona o MDPV [64].

Debido a que estas drogas son relativamente nuevas, se han
publicado pocos estudios clinicos que hayan evaluado su
farmacologia, toxicologia o sus efectos fisioldgicos si comparamos
con otras drogas de abuso. Ademds, cabe destacar que
continuamente estan apareciendo sustancias nuevas de este tipo,
por lo que es necesario el desarrollo de métodos analiticos para su
estudio. Por ejemplo, solo en 2014 se descubrieron 101 sustancias de
este tipo.

Las catinonas sintéticas son moléculas quirales. Un enantidmero
respecto al otro puede tener diferente actividad o intensidad de
accién y a menudo solo es uno el que presenta la propiedad, puede
tener alta toxicidad o presentar efectos secundarios [65], por lo que
es de gran interés poder identificarlos y determinarlos por separado.
Teniendo en cuenta la importancia de los compuestos quirales, la
separacion y el andlisis de los enantiémeros es un tema que estimula
a las comunidades cientificas e industriales a desarrollar nuevos
estudios, por lo tanto, es necesario el desarrollo de métodos
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analiticos para poder determinar los diferentes enantidmeros de
estos analitos por separado.

Estos compuestos son de especial importancia en quimica forense ya
gue se han reportado multiples casos de muerte relacionados con la
intoxicacion aguda de estas drogas [66-68]. La mayoria de las
determinaciones analiticas realizadas para estas drogas ha sido en
muestras biolégicas [69-71], aunque también cabe sefialar que
algunos trabajos se han centrad en el analisis de estas sustancias en
aguas de EDAR [72-74].

En cuanto al marco legislativo, se propuso comenzar a tomar
medidas de control para la mefedrona en la Unidén Europea a partir
de octubre de 2010 [75]. Posteriormente, se incluyeron en la
legislacidon la MDPV en 2015 [76] y mds recientemente en 2016 la a-
pirrolidinovalerofenona (a-PVP) [77]. Tras la propuesta de la UE, cada
estado miembro las incluye en las listas de sustancias controladas y
se toman las medidas de control que establece cada pais para este
tipo de sustancias. En la legislacion estadounidense, la mefedrona y
la MDPV se clasificaron como drogas de la Lista | (mayor riesgo de
abuso y de desarrollar dependencia fisica y psicolégica) bajo la Ley de
Prevencion de Abuso de Drogas Sintéticas de 2012 [78].

La continua sintesis de nuevas catinonas en laboratorios clandestinos
supera en velocidad a la legislacion e investigacién sobre estas
nuevas sustancias de abuso y, aunque la evidencia sugiere que la
producciéon y el consumo de mefedrona han disminuido tras su
regulaciéon [79], ya se estan distribuyendo nuevos grupos de
catinonas sintéticas que no estan incluidas en las listas que estan
bajo observacion.
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1.4. Técnicas de microextraccion combinadas in-line con la
electroforesis capilar
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En el analisis de muestras complejas, la preparacion y tratamiento de
la muestra es una parte del proceso analitico de gran importancia
para la obtencién de resultados fiables y precisos. Esta etapa
representa aproximadamente dos tercios del tiempo de todo el
procedimiento analitico [80].

Las técnicas de tratamiento de muestra basadas en la extraccion en
fase sdlida (solid phase extraction — SPE) o en la extraccién liquido-
liquido (liquid-liquid extraction — LLE), son técnicas ampliamente
utilizadas tanto para muestras ambientales como bioldgicas. Una
caracteristica comun de todas estas técnicas es el consumo elevado
de disolventes orgdnicos téxicos para el medio ambiente y la salud.
Ademads, la preparaciéon de la muestra fuera de linea (off-line)
también es considerada como una fuente principal de errores
analiticos que puede afectar significativamente al resultado final. La
posibilidad de automatizar estas técnicas y poder realizarlas en linea
(in-line) con la técnica de separacion posterior es de gran interés, ya
gue minimiza la intervencion humana, simplificando y reduciendo el
tiempo empleado.

La llegada del concepto de Quimica Verde a principios de la década
de los 90 hizo hincapié en la necesidad de utilizar técnicas analiticas
amigables con el medio ambiente, promoviendo el uso de
procedimientos de preparacion de muestra ambientalmente
sostenibles con el desarrollo de técnicas de extraccion libres de
solventes y/o miniaturizados [80-82]. Como resultado de esta
tendencia surgen las técnicas de microextraccidon (microextraction
techniques — MEs), que tienen varias ventajas, como el bajo consumo
de solventes y que el volumen de muestra es reducido.

Las técnicas de microextraccion se pueden clasificar en técnicas de
microextraccion en fase liquida (liquid phase microextraction — LPME)
cuando el extractante se encuentra en fase liquida, y en técnicas de
microextraccion en fase solida cuando el extractante es un sorbente
sélido.
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Esta tesis doctoral se centra en el estudio de diferentes técnicas de
microextraccion combinadas in-line a la CE. En la siguiente figura se
muestran las diferentes técnicas de microextraccion comunmente
combinadas in-line con la CE.

DI-SDME
- SDME -[

— HS-SDME

fas(fpl"\‘jlté')da - HF-LPME

micromirsccion | g

(MEs)
=1 in-line SPE
= fasesdlida |
- SPME

Figura 4. Clasificacidn de las principales técnicas de microextraccion en fase liquida
y en fase sélida combinadas in-line con CE.

En los siguientes apartados se comentaran las principales
generalidades y algunos ejemplos de aplicacién de las técnicas que
derivan de la LPME, como la single-drop microextraction (SDME),
hollow-fiber liquid phase microextraction (HF-LPME), supported liquid
membrane (SLM) y las que derivan de las técnicas de extraccion en
fase sélida, concretamente solid phase extraction (SPE) y solid phase
microextraction (SPME).

1.4.1 Técnicas de microextraccion en fase liquida

En los ultimos afnos, las técnicas de microextraccion en fase liquida se
han convertido en una alternativa simple y facil para llevar a cabo el
tratamiento de muestra para la determinacién de contaminantes
organicos en diferentes tipos de muestras [19, 83, 84].
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En estas técnicas se utilizan los principios de la extraccién liquido-
liqguido, que se basa en la diferente solubilidad de los analitos en
diferentes solventes. La LLE consiste en separar una o varias
sustancias disueltas en un disolvente (fase dadora) a través de su
transferencia a otro disolvente inmiscible, o parcialmente inmiscible
(fase aceptora). Generalmente, una de las fases es acuosa y la otra
organica, de forma que tanto la eficacia como la selectividad del
proceso dependen de la naturaleza de ambas fases.

Se han desarrollado una gran variedad de estrategias para llevar a
cabo la LPME dando lugar a diferentes técnicas, entre las que cabe
destacar las basadas en la SDME, la HF-LPME y la SLM.

La SDME consiste en poner una gota (de un orden de volumen de nL-
uL) generalmente de un solvente organico, que actuara como fase
aceptora suspendida en una aguja cromatografica o un capilar sobre
la fase dadora, normalmente acuosa, que contiene los analitos a
determinar. Este proceso se puede realizar o bien por inmersion
directa de la gota (direct immersion single-drop microextraction — DI-
SDME) o por simple exposicién en el espacio de cabeza (headspace
single-drop microextraction — HS-SDME). De esta manera los analitos
gue presentan afinidad por la fase aceptora se concentrardn en la
gota. Después de un tiempo de extraccidn, una pequeiia cantidad de
la fase aceptora sera introducida en el instrumento analitico para su
posterior analisis.

Las variables que afectan al proceso de extraccion en la técnica de
SDME son fundamentalmente la temperatura, el tipo de extractante,
el volumen de la gota, fase dadora (muestra) y el tiempo de
extraccién [85-87]. Generalmente, el aumento de la temperatura
favorece la extraccion, ya que la agitacién molecular debida al
aumento de la temperatura favorece la transferencia de los analitos
de una fase a otra. En HS-SDME, la temperatura es un parametro que
toma especial importancia debido a que es necesario que los analitos
estén en estado gaseoso en el espacio de cabeza para que entren en
contacto con la gota y se produzca la transferencia. En cuanto al tipo
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de extractante es fundamental que éste sea inmiscible en la fase
dadora, para que se posibilite la formacién de la gota. El volumen de
la gota también es una variable importante a optimizar, ya que la
relacidn entre los volumenes de la fase dadora y de la fase aceptora
puede influir en el proceso de preconcentracién, ya que segun sea
esta relacion los factores de preconcentracién pueden ser diferentes.
Ademads, cabe destacar que un volumen de gota grande
normalmente va ligado a un aumento de la inestabilidad de la gota.
En cuanto al tiempo de extraccidn, a mayor exposicion entre fases se
favorece la trasferencia de los analitos mientras la gota sea estable,
por lo tanto, para este parametro se debe llegar a un compromiso
entre el tiempo de extraccion y la estabilidad de la gota [85-89].

Las principales ventajas de la SDME son su simplicidad y el hecho de
gue puede ser completamente automatizada. Tanto la DI-SDME
como la HS-SDME pueden ser acopladas in-line a la CE sin necesidad
de requerimientos especiales, debido a que la gota se puede obtener
directamente en un extremo del capilar de CE. En la figura 5 se
muestra esquematicamente como se pueden llevar a cabo las dos
modalidades de SDME en combinacién in-line con CE. Como se
puede observar, en el caso de la modalidad DI-SDME existen dos
posibles estrategias de operacion, en 2 fases (figura 5a) o en 3 fases
(figura 5b y figura 5c).

En el caso de DI-SDME, cuando se realiza en la modalidad de 2 fases
(figura 5a) los analitos son extraidos normalmente desde la fase
dadora que normalmente es la muestra (D) a una fase aceptora (A).
En esta version, se usa como fase aceptora una gota de un disolvente
organico en el extremo del capilar. Esta fase aceptora se introduce
en la muestra acuosa y tiene lugar la trasferencia de los analitos a la
gota por difusién pasiva.

En la modalidad DI-SDME en 3 fases (figuras 5b y 5c), los analitos
pasan desde la solucién acuosa de la muestra, que actia como fase
dadora (D), a una fase organica (O) y posteriormente se transfieren a
una fase aceptora (A). Esta version de SDME es considerada como
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una extraccion liquido-liquido-liquido (“liquid-liquid-liquid extraction”

— LLLE).
Capilar 5 : H
a : d

I A m
I

A ,H

D . D

DI-SDME | HS-SDME

Figura 5. Esquemas de DI-SDME-CE en 2 fases (a), 3 fases con gota de doble capa
(b) y 3 fases con fase organica sobre la fase dadora (muestra) (c) y HS-SDME (d).
Fase aceptora (A), fase orgdnica (O), fase dadora (D) y espacio de cabeza (H).
Adaptado de [90].

Experimentalmente, esta modalidad se puede llevar a cabo de 2
maneras distintas. En la primera (Figura 5b) la gota se forma por la
fase aceptora que esta recubierta de fase organica, y ambas cuelgan
del extremo del capilar. En la segunda, la fase organica se dispone
como una capa por encima de la fase dadora (muestra) y constituye
una separacién entre la fase dadora y la aceptora. Esta ultima cuelga
del extremo del capilar. En la figura 5d se muestra un esquema de
HS-SDME donde se puede observar la posicion de la gota que estd en
el espacio de cabeza.

Como ya se ha comentado anteriormente, en esta tesis nos
centraremos en el acoplamiento in-line de la SDME con CE. Para
llevar a cabo esta combinacion cabe sefialar que no se requiere de
instrumentacién adicional. A modo de ejemplo, en la figura 6, se
representa el procedimiento correspondiente a esta combinacién de
técnicas en la modalidad de 3 fases y concretamente formando una
gota de doble capa. El primer paso (A) consiste en llenar el capilar
con el BGE, y a continuacidon el extremo del capilar (inlet) es
introducido en un vial con un solvente orgdnico y el otro extremo del
capilar (outlet) se introduce en un vial que contiene el BGE.
Seguidamente se inyecta hidrodindmicamente la fase organica en el
capilar y a continuacion se sustituye el vial inlet por el vial de la
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muestra que constituye la fase dadora. El siguiente paso (B) consiste
en la formacidn de la gota que se realiza aplicando presion sobre el
outlet. De este modo en el extremo del capilar se forma una gota de
doble capa recubierta con el solvente organico previamente
inyectado y la fase aceptora que en este caso el BGE. Esta gota se
muestra en la figura 7. Seguidamente se lleva a cabo la extraccién (C)
durante un determinado tiempo manteniendo la gota inmersa
dentro de la muestra. Finalmente, se realiza la inyeccion (D)
introduciendo una parte de la fase aceptora en el capilar para su
posterior analisis.

A. Inyeccion de octanol B. Formacion de la gota
presion presién
és u
inlet outlet
fase organica BGE muestra BGE
C. Extraccién D. Inyeccidn

presién presidn

5T B
© s .

muestra BGE muestra BGE

Figura 6. Esquema del procedimiento DI-SDME-CE en la modalidad de 3 fases con
doble gota. (A) Inyeccidn de fase orgénica, (B) formacién de la gota, (C) extraccidén
y inyeccion de la fase aceptora (D). Adaptado de [91].

El primer acoplamiento automatizado in-line SDME-CE se llevd a cabo
por Choi y col. y data de 2009 [91]. En este trabajo se empled este
acoplamiento en Ila determinacién de diclorofluoresceina,
fluoresceinamina y fluoresceina en soluciones estandares,
obteniéndose factores de preconcentracion entre 190 y 2000. La
ventaja frente a la versidn off-line, es que se facilita el proceso de
formacién de la gota ya que se puede aplicar presion tanto en el vial
inlet (presion positiva), como en el oulet (presion negativa),
simplificando y automatizando el proceso. En este primer trabajo se
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realizd una SDME en 3 fases con gota de doble capa, usando octanol
como solvente organico y una fase aceptora acuosa constituida por
borato de sodio a una concentracion 20 mM (BGE). A continuacion,
en la figura 7 se muestra una imagen de una gota de doble capa
suspendida en un capilar. En este caso el volumen aproximado de la
gota era de 30 nL.

Figura 7. Imagen del extremo del un capilar de CE en la que se puede ver la gota de
doble capa. Adaptado de [91].

En este trabajo de Choi y col. también es destacable el hecho de que
se utilizd el octadeciltrimetoxilano (ODTS) para recubrir el extremo
del capilar con el objetivo de hacerlo mas hidrofébico y de este modo
poder incrementar la estabilidad de la gota. Gracias a esto, se
pudieron llevar a cabo extracciones con tiempos de hasta 60 minutos
y la gota se mantuvo estable. Ademas, en este estudio también fue
posible la agitacion de la muestra en el propio instrumento ya que se
incorpord un agitador magnético incrementando de este modo la
eficiencia en la extraccion.

En general, en los distintos estudios que se han ido publicando en la
bibliografia se utilizé6 octanol como solvente de extraccién. No
obstante, hay diferentes alternativas a este solvente que se han
aplicado con éxito. Por ejemplo, se puede citar a Zhu y col. [92] que
utilizaron el acetato de etilo como solvente, empleando una SDME-
CE en 3 fases para la determinacién de adenina en muestras de té. El
acetato de etilo es totalmente compatible con esta técnica, y es un
solvente menos téxico que el octanol, por lo tanto, su uso es
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medioambientalmente mas sostenible. En este trabajo se
consiguieron factores de preconcentracion de entre 550 y 1030.
Posteriormente, Wang y col. [93] introdujeron el uso de los liquidos
idnicos como fase aceptora, utilizando una SDME-CE en 2 fases para
la preconcentracién de fenoles en agua de rio y agua del grifo. Como
hecho a destacar cabe mencionar que la elevada densidad de este
tipo de sustancias favorece que las gotas que se forman sean mas
estables. No obstante, esta alta densidad también puede ser un
inconveniente a la hora de introducirlos en el capilar, ya que pueden
producirse problemas de obstruccién del capilar e interferir en el
analisis. En este caso la gota tenia un volumen de 2.4 nL y se expuso
durante 10 minutos en las muestras de agua para la extraccién. En
este caso los factores de preconcentracion obtenidos fueron de
entre 107 y 257.

En 2010, Xie y col. [94] realizaron por primera vez el acoplamiento in-
line HS-SDME a CE, para el andlisis de compuestos volatiles en aguas.
La manera de operar es similar que en DI-SDME, a diferencia que en
este caso la gota estd en el espacio de cabeza. En este modo es de
especial importancia que el vial de la muestra quede bien sellado
para evitar la posible pérdida de los analitos. Con esta finalidad, para
llevar a cabo este estudio se disefid una cubierta de PTFE que
contenia un tapdén de silicona que sellaba totalmente el vial, y de
este modo se consiguid evitar la pérdida de los analitos volatiles. En
la figura 8, se muestra un esquema de la cubierta empleada en este
disefio de HS-SDME.

A B C
[F=
0
s Fase 1
Cubierta Capilar aceptora ——
<:l:> Vial —
Tapén de Fase
silicona dadora

Figura 8. Esquemas de la cubierta PTFE utilitzada en el acoplamiento in-line HS-
SDME (A, B) y del vial para llevarlo a cabo (C). Adaptado de [89].
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Otra de las técnicas de LPME que también se ha desarrollado con
éxito es la HF-LPME. Esta estrategia surgié en parte para solventar la
problemadtica que se produce habitualmente en SDME relacionada
con la estabilidad de la gota. La HF-LPME consiste en impregnar los
poros de una fibra hueca con un disolvente organico y fue
desarrollada en 1999 por Pedersen-Bjergaard y Rasmussen [95]. Esta
técnica se puede realizar en modalidad de 2 6 3 fases. En la HF-LPME
de 2 fases los analitos se extraen desde la fase dadora (muestra) a la
fase aceptora que es un solvente orgdnico inmiscible con la fase
dadora y que estd inmovilizado en los poros de la fibra hueca,
mientras que el interior de la fibra se llena con otra porcién del
mismo disolvente orgdnico (solucidén aceptora). La extraccién se basa
en la difusion pasiva de los analitos, y finalmente una porcién del
disolvente organico se inyecta en el instrumento. En la modalidad de
3 fases, la configuracién es similar a la de 2 fases, pero en este caso
la fase aceptora es una solucidén acuosa y la fase organica se dispone
entre ésta y la fase dadora. En la figura 9, se muestra un esquema de
la técnica en sus dos posibles modalidades, HF-LPME en 2 fases (A) y
en 3 fases (B). En el caso de la modalidad en dos fases, en la figura
9A, se puede observar que la fase aceptora organica queda en el
interior de la fibra, mientras que en la figura 9B, en el interior de la
fibra se recoge la fase aceptora acuosa.

HF-LPME (2 fases) HF-LPME (3 fases)

fibra con
la fase
organica

Lo

fase = §
dadora — | @
(muestra)
fase aceptora fase aceptora
organica acuosa

Figura 9. Esquemas de la HF-LPME en 2 fases (A) y en 3 fases (B). Adaptado de
[19].
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En 2007 Nozal y col. [96] realizaron el acoplamiento in-line de la HF-
LPME a CE, usando una fibra hueca de polipropileno de 600 um de
didametro interno y tamafo del poro de 0.2 um como membrana del
soporte liquido. En la figura 10A, se detalla el procedimiento de
construccion del dispositivo. La primera etapa consiste en impregnar
la fibra con un solvente orgdnico. Después, se fijan dos capilares a un
soporte rigido. Posteriormente, se introduce la fibra en el espacio
entre los capilares y después se fijan los bordes de la fibra
guemandolos mediante calor. Para no quemar la fibra, se utiliza un
tubo de teflén para protegerla. Es muy importante fijar
adecuadamente la fibra sin dafarla con el fin de obtener
extracciones reproducibles. Una vez sellado el dispositivo en el
capilar, se instala el capilar en el cassette y se puede comenzar el
analisis. En la figura 10B se muestra la posicién de la unidad de
microextraccién en el capilar y su ubicacién dentro del instrumento
de CE.

A FIBRA HUECA
CAPILAR

1 o SN

B

Figura 10. (A) Esquema de la construccion de la unidad de HF-LPME. Alineamiento
de capilares e insercion en la fibra hueca (1), procedimiento de fijacién mediante
calor de los extremos de la fibra hueca usando una proteccién de teflon (2,3y 4)y
unidad de microextraccion integrada en el capilar (5). (B) Ubicaciéon de la unidad de
microextraccion en el instrumento de CE. Adaptado de [96].
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Con esta técnica se realizé la determinacién de un grupo de AINEs en
orina sin pretratamiento previo [97]. Para la extraccidn se seleccioné
como fase aceptora una solucién de MeOH y 30 mM NaOH (75:25
v/v), y como fase organica dihexil éter, debido a que en previos
estudios se habian obtenido buenos resultados para la extraccion de
AINEs con este solvente. También, se estudié la influencia de la
concentracion de NaOH en la fase aceptora, con el objetivo de
desplazar el equilibrio de la extraccién de los analitos cargados y
mejorar la eficiencia de la extraccion. Se observd que trabajar a altas
concentraciones de NaOH influia negativamente en el proceso,
probablemente debido a la alta fuerza idnica de la solucién aceptora
que dié lugar a diferencias de conductividad entre la solucién
aceptora y el BGE, influyendo negativamente en el proceso de
extraccion.

Otra técnica de microextraccion en fase liquida, que ha sido acoplada
satisfactoriamente a la CE y ha ganado interés en los ultimos afios es
la técnica de SLM.

La técnica de SLM se basa en la trasferencia de los analitos a través
de una membrana entre dos soluciones acuosas, una que actua
como solucién dadora y otra como solucion aceptora. Como
membrana se utiliza un material poroso inerte que es impregnado
por un solvente inmiscible en agua y hace de barrera selectiva entre
dos soluciones acuosas a diferente pH. Debido a la rigidez del
soporte inerte, las dos soluciones acuosas no se mezclan. La solucion
dadora contiene los analitos de interés, que normalmente estan en
forma neutra mientras que, en el lado opuesto, y separada por la
membrana, se coloca la solucién aceptora donde los analitos se
encuentran en forma idnica. La eleccién correcta de la composicion
de la membrana liquida (polaridad, aditivos), de la fase aceptora y
aceptora (composiciéon, pH) es muy importante para que los analitos
se transfieran desde la soluciéon dadora a la solucién aceptora. En la
figura 11 se muestra un esquema de cémo tiene lugar la
transferencia de los analitos. Concretamente, existen dos
modalidades, la transferencia de los analitos a través de la SLM
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mediante gradiente del pH (figura 11A) 6 mediante gradiente de
potencial (figura 11B). En la primera modalidad, los analitos neutros
entran en contacto con la membrana liquida y en el lado opuesto se
liberan como especies idnicas en la solucidn aceptora. Es importante
gue esta solucién tenga un pH altamente acido o basico,
dependiendo de las caracteristicas de los analitos, ya que se debe
favorecer que éstos se encuentren en forma idnica con el objetivo de
que se transfieran eficazmente a ésta fase aceptora. En la otra
modalidad la trasferencia a través de la SLM se realiza mediante un
gradiente de potencial eléctrico. En esta extraccidn electroasistida, la
aplicacion de voltaje facilita que los iones pasen por la membrana y
sean extraidos al otro lado.

e >®
W—

ANNNRN

Solucidn dadora SLM  Solucidn aceptora
®
v
® /e
O——CY
o

Figura 11. Esquema de la trasferencia de analitos a través de la SLM mediante
gradiente de pH (A) y mediante gradiente del potencial eléctrico (B). Analito (A),
analito en forma idnica (A*), matriz (M), matriz en forma idnica (M*). Adaptado de
[98].

La SLM también ha sido combinada in-line satisfactoriamente a la CE
por Nozal y col. [99], para la determinacién de nitroimidazoles en
tejido de higado de cerdo. En la figura 12, se presenta el dispositivo
de SLM disefiado con este objetivo. Concretamente, como se puede
observar el dispositivo consiste en la modificacién de un vial tipo
Eppendorf de 500 plL y la posterior introduccién de una membrana
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de teflén enrollada sobre el vial. Este dispositivo presenta un soporte
pldstico flexible que posibilita el correcto sellado del vial de CE y que
no se rompa la membrana cuando el vial es elevado para la
inyeccion. En este trabajo la membrana se sumergidé en
isopropilbenceno durante 10 segundos para llenar los poros.
Después de retirar el exceso de disolvente, se llend el dispositivo de
SLM con 200 pl de acido clorhidrico 0,1 M (solucién aceptora) y se
colocé en el vial CE que contenia la muestra.

Enrrollamianto do
la membrana y
acoplamiento al
soporte plastico

§ Soporte
b3 plastico

Introduccion
directa al

Insercion en carrusel de CE

vial de CE

28em

A " 02em

Dispositivo de
micromembrana

Figura 12. Fabricacidn de la SLM y su ubicacidn en el vial de CE disefiado por Nozal
y col. [99]

Como resultado, se obtuvo un sistema trifdsico consistente en 4 mL
de una fase dadora acuosa (pH 6), el disolvente organico
inmovilizado en los poros de la membrana y una solucién aceptora
acida. Como el disolvente orgénico de la membrana es inmiscible con
agua, actla de barrera entre las fases dadora y aceptora. La
extraccién se lleva a cabo en el vial de CE y posteriormente la
solucién aceptora es inyectada en el instrumento, por lo que el
proceso es totalmente automatizado.

Posteriormente, este mismo dispositivo fue aplicado por Almeda y
col. [100], para la determinacion de clorofenoles en muestras de
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aguas superficiales. En este caso, se utilizé dietiléter como solvente
organico. Se estudid el pH de la fase aceptora entre 8 y 13, y los
mejores resultados se consiguieron a pH 11. Por debajo de pH 10 no
se observaron picos de los analitos, debido a que a este pH los
analitos no estdn en forma cargada y en esas condiciones no se
pueden separar los analitos. Como fase dadora (muestra de agua), se
estudid la influencia del pH entre 2 y 6, y se obtuvieron mejores
resultados en la eficiencia de la extraccién a pH 2.

Pantlickovd y col. mds recientemente, han introducido en varios
trabajos [101, 102] otro dispositivo de extraccién de SLM acoplada
in-line a la CE. El dispositivo de microextraccién se construye con 2
trozos cortados de una punta de micropipeta y una membrana
circular de polipropileno impregnada en un solvente organico. En la
figura 13 se muestra este tipo de dispositivo de SLM insertado en un
vial de CE (A) y la posicion del vial durante la extraccion e inyeccion
de la muestra (B). Este dispositivo tiene la ventaja de que utiliza
volumenes muy pequeiios en comparacion con los empleados en el
disefio de SLM, ya que en este caso se trabaja con volumenes de las
dos fases por debajo de 40 uL y en la otra modalidad los volimenes
solian estar entre 100 y 200 L, por lo tanto, se ahorra en el consumo
de muestra y solventes.

A B

Electrodo Capilar L J

Aceptor T

sLm 8
Dador

Muelle

Vial de la muestra

Figura 13. Dispositivo de SLM acoplado a CE. (A) Vial de muestra con el dispositivo
de microextracciéon antes de la inyeccidn, (B) Vial de muestra con el dispositivo de
microextraccion durante la inyeccidn de la muestra. Adaptado de [101].
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En el trabajo mds reciente de Pantlckova y col. [102], la membrana
se impregnd con el solvente organico 1-etil-2-nitrobenceno, se
utilizaron como fases dadoras muestras de orina (pH 5.6) y muestras
de suero sanguineo (pH 7.4) y como fase aceptora agua destilada a
pH 3.5. Ademads, cabe destacar que con este disefio se consiguid
combinar por primera vez y de manera totalmente automatizada la
SLM con la técnica de preconcentracion transient isotachophoresis
(tITP) y con la inyeccidn electrocinética. Con esta conminacién, se
consiguid realizar inyecciones electrocinética prolongadas con el fin
de aumentar la sensibilidad, ademas de realizar el lavado de la
muestra. Para esta combinacion, fue necesario optimizar tanto la
fase dadora como la fase aceptora, ya que este parametro es
fundamental para obtener una buena eficiencia del proceso y
ademds mejorar la reproducibilidad de la inyeccion electrocinética.
Tanto la soluciéon dadora como la solucidon aceptora se acidificaron
con el fin de aumentar la conductividad y asi hacerlas compatibles
con el medio utilizado en tITP. Este sistema fue aplicado para la
determinacion de los farmacos nortriptilina, haloperidol y
loperamida en muestras de suero y orina, minimizando el proceso de
manejo de la muestra y obteniendo buenos resultados en términos
de extraccion, preconcentracién y separacion.

1.4.2 Técnicas de microextraccion en fase sdlida

La extraccion en fase sélida (solid phase extraction — SPE) es una de
las técnicas mas utilizadas para la limpieza, preconcentracion vy
extraccidn selectiva de compuestos orgdnicos en diferentes tipos de
muestras [103]. En esta técnica, los analitos son extraidos de una
fase liquida o gaseosa mediante una fase estacionaria sélida formada
por pequefas particulas por la que éstos presentan una gran
afinidad. Una vez los analitos han sido retenidos en la fase
estacionaria son eluidos mediante un solvente adecuado.

En los Ultimos afios, se han desarrollado multiples tipos de sorbentes
gue permiten la extraccion de una gran variedad de analitos con
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diferente polaridad y estructura quimica [103-106]. Los mas
empleados han sido los de fase reversa, no obstante, también se han
empleado los de intercambio idnico. Las principales ventajas de la
SPE convencional es que se puede automatizar facilmente, pueden
obtenerse elevadas recuperaciones y puede ser selectiva en relacion
a las interferencias de la matriz. Sin embargo, la SPE tiene algunas
desventajas significativas como el alto consumo de disolventes. Con
el objetivo de miniaturizar las técnicas de extraccion y reducir el
consumo de solventes se ha desarrollo la miniaturizacién de
microextraccion en fase sdlida, como la in-line SPE o la
microextraccion en fase sélida (solid-phase microextraction — SPME)
[19, 27, 107].

En el acoplamiento in-line SPE-CE, el sorbente de SPE se introduce en
el capilar de separacidon proximo al extremo de introduccién de la
muestra. No es necesaria ninguna instrumentacién especial y la carga
de la muestra, el lavado, la elucién y la separacién puede ser llevada
a cabo en el mismo capilar. El acoplamiento in-line entre la SPE y CE
presenta grandes ventajas como que no se requiere la modificacién
el instrumento de CE, la minimizacién de la manipulacién de la
muestra, y la posibilidad de automatizar todo el proceso de
separacion y  preconcentraciéon, obteniendo factores de
enriguecimiento elevados con poca cantidad de muestra vy
consumiendo una minima cantidad de solvente. No obstante,
también presenta algun inconveniente, como que es necesario
construir los dispositivos de in-line SPE manualmente debido a que
no se comercializan. Ademads, debido a que los componentes de la
matriz de la muestra también pasan a través del capilar de
separacion, éstos pueden interferir en la separacién electroforética o
pueden adsorberse sobre la pared capilar y, por lo tanto, se puede
ver afectada la separacién [27, 107-110].

A lo largo de los afios, se han desarrollado diferentes disefios de in-
line SPE, dependiendo de cdmo estd construido el dispositivo de SPE.
Este dispositivo puede estar construido (a) con un trozo de capilar
recubierto de sorbente SPE, (b) con un lecho empaquetado de
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sorbente en un trozo de capilar (packed bed), o (c) con un sorbente
de SPE dispuesto en forma de membrana entre dos capilares [27,
107, 111]. Estos diseifos se representan esquematicamente en la
figura 14.

(a) conector capilar

|

T.’_.

capilar recubierto
(b) sorbente SPE
capilar
L ! |
1
frita
conector
(c) conector
capilar
L l J
L |
membrana SPE

Figura 14. Diferentes disefios in-line SPE-CE. a) capilar recubierto con sorbente, b)
lecho empaquetado con sorbente SPE y c) membrana de SPE entre dos capilares.
Adaptado de [111].

En el disefio con capilar recubierto con material sorbente, se
recubren las paredes de un trozo del capilar con particulas de
sorbente. Este disefio es de fabricacion relativamente sencilla y
normalmente permite grandes volimenes de carga de muestra
(Figura 14a). Para su preparacion, es necesario llevar a cabo una
modificacion de la pared del capilar con algunos reactivos
previamente al recubrimiento con el material sorbente. No obstante,
este sistema presenta la limitaciéon de que tiene baja capacidad de
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retencién, debido a que la cantidad de sorbente que puede contener
es pequeiia, lo que conlleva una menor capacidad de retencion de
los analitos comparando con los demas disefios. Los diseiios de lecho
empaquetado con sorbente (Figura 14b) pueden ser fijados mediante
fritas o sin ellas. Las fritas se utilizan para evitar que las particulas de
sorbente de didmetro pequefio pasen al capilar de separacién [112].
No obstante, éstas pueden presentar el problema de que aumentan
la contrapresién dentro del capilar y pueden proporcionar mayor
irreproducibilidad en el anadlisis [27]. En esta configuracién, si las
particulas de sorbente son de gran tamafo se puede construir el
lecho empaquetado de SPE sin fritas, evitdandonos asi el problema
comentado anteriormente. El disefio de lecho empaquetado tiene
una mayor capacidad de retencién que el diseno de capilar
recubierto, debido a que pueden contener mas cantidad de sorbente
ya que todo el didametro interno del capilar se llena con particulas de
sorbente. En el disefio con el sorbente SPE en forma de membrana
(Figura 14c), se dispone el sorbente SPE formando una membrana
entre dos capilares. Esta modalidad ha sido poco empleada debido a
la poca cantidad de material de sorbente que se puede utilizar, y por
lo tanto tienen menor capacidad de retencién comparando con
demas disefios [27, 107-109, 111].

Entre estos disefios, el mas empleado en los ultimos afios ha sido el
de lecho empaquetado con sorbente, que se construye extrayendo
las particulas de sorbente de un cartucho comercial de SPE e
introduciéndolas en una zona del capilar al que denominamos
concentrador de analito (AC). En este disefio, toma especial
importancia el tamafio de las particulas de sorbente de SPE utilizado,
gue deben de ser de un tamafio mas grande que el diametro interno
del capilar de separacidn, de este modo las particulas de sorbente no
pueden escapar hacia el capilar de separacién. En este sentido, Joof3
y col. [113] realizaron un nuevo disefio de AC con un sorbente
constituido con particulas con un tamafio de 90 um que aporta una
mas facil preparacién del AC y mostro mejores resultados en
términos de eficiencia de la separacién y reproducibilidad. La
principal ventaja de estos disefos de AC es que permite la
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introduccidon de grandes volimenes de muestra en el capilar. No
obstante, presenta la desventaja de que el AC se debe de realizar
manualmente.

El modo de operar con este disefio es relativamente simple. A
continuacion, en la figura 15, se detalla el procedimiento de in-line
SPE con un disefio de lecho empaquetado con sorbente, usando un
AC construido entre dos capilares sin fritas.

A Concentrador de analitos (AC)

Carga de la muestra

Elucién

Pushing

Separacion

Figura 15. Representacion esquematica del procecimiento in-line SPE-CE utilizando
el disefio de lecho empaquetado con sorbente sin fritas. Carga de la muestra (A),
lavado (B), elucion (C), pushing (D) y separacion (E). Adaptado de [114].

Inicialmente, se lleva a cabo la carga de la muestra, que debe de
tener un pH determinado en funcién al sorbente utilizado, para
favorecer que los analitos queden retenidos en el AC (A), a
continuacion, se realiza una etapa de lavado o clean-up para eliminar
posibles interferencias (B). Posteriormente se realiza la etapa de
elucién introduciendo un plug de solvente (C) y seguidamente
mediante la aplicacidon de presién durante un periodo de tiempo (D)
se desplaza el solvente de elucién a través del sorbente para realizar
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la elucién de los analitos que se han quedado retenidos en el AC. Esta
etapa la denominamos pushing. Finalmente, se aplica un
determinado voltaje y comienza la separacion (E).

Las principales variables que afectan a la in-line SPE son el tipo de
sorbente empleado, el pH de la muestra, la naturaleza y volumen del
solvente de eluciéon y el tiempo de inyeccion de la muestra. Los tipos
de sorbentes mas empleados para la construccién de los AC han sido
los de base de silice Cig y los de base polimérica como el Oasis HLB.
No obstante, en los ultimos afios hay algunos trabajos que utilizaron
sorbentes de modo mixto, tales como el Oasis MCX. Este tipo de
sorbente ofrece un aumento de la retencidn de los analitos mediante
interacciones polares e hidrofébicas. También en la bibliografia
podemos encontrar algun ejemplo en el que se han utilizado
molecularly imprinted polymers (MIPs) [115-119]. Los MIPs tienen la
ventaja de que presentan una mayor especificidad con el analitos, ya
gue se realizan especificamente en base a las caracteristicas de los
analito a estudiar. Cada tipo de sorbente tiene unas determinadas
caracteristicas, y por lo tanto se debe estudiar cual es el mas
apropiado para la extraccidon en funcién de las propiedades de las
analitos de interés. Como ejemplo, el Oasis HLB es un sorbente
polimérico con caracteristicas hidrofilicas-lipofilicas que ofrece
buenos resultados para extraer analitos con un amplio rango de
propiedades fisico-quimicas en diferentes tipos de matrices. El pH de
la muestra es importante para tener los analitos en forma cargada o
neutra en funcién al tipo de sorbente que utilizamos para que éstos
sean retenidos. La eleccidon del solvente de elucion es importante
para obtener la mayor eficiencia en el proceso. Otro pardmetro a
optimizar es el volumen de inyeccién, ya que un aumento del
volumen de inyecciéon permite obtener unos limites de deteccién
mas bajos, si bien se tiene que llegar al compromiso de no llegar al
volumen de ruptura [120].

La técnica in-line SPE, ha sido extensamente aplicada para la
preconcentracion y separacién de diferentes familias de compuestos
organicos, en diferentes tipos de matrices [108, 109, 116, 117, 119,
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121-126]. Por ejemplo, Botello y col. [115] desarrollaron un método
basado en el acoplamiento in-line SPE-CE para la determinacién de
barbituricos en orina, usando un dispositivo de SPE de lecho
empaquetado con sorbente Oasis HLB. Se evaluaron varios
parametros que afectan a la in-line SPE, como el pH de la muestra,
naturaleza y volumen del solvente de eluciéon y el tiempo de
inyeccion de la muestra. Las condiciones 6ptimas se fijaron con un
tiempo de carga de muestra de 60 minutos, con un pH de la muestra
de 6 y MeOH como solvente de elucién (50 mbar, 40 segundos).
Maijé y col. [116] utilizaron un dispositivo de in-line SPE similar, y
evaluaron diferentes tipos de sorbentes (Oasis HLB, Oasis MCX y
Oasis MAX) para la determinacion de filtros ultravioleta en aguas de
rio, ya que para el andlisis de estos compuestos en matrices
ambientales, éstos se encuentran a baja concentracion y es
necesario el empleo de una técnica de preconcentracion. En este
estudio, se observd que los mejores resultados se obtenian cuando
se empleaba el sorbente Oasis MCX, debido a que se obtuvieron
mejores recuperaciones comparado con los demas tipos de
sorbentes empleados. Esto puede explicarse por el aumento de las
retenciones hidrofdbicas y polares caracteristicas del sorbente MCX
gue ofrecié mayor selectividad en la extraccion comparados con los
demas sorbentes estudiados.

Como hemos comentado con anterioridad, una de las principales
desventajas de la construccion de los AC, es que se tiene que realizar
manualmente, lo que requiere un cierto tiempo ademas de que al ser
un proceso manual puede conllevar cierta irreproducibilidad entre
diferentes ACs. Para solventar esta problematica y debido a la
posibilidad de magnetizar las particulas de SPE, una alternativa es el
uso de particulas magnéticas funcionalizadas para llevar a cabo la
preconcentracion. Esta técnica se denominada (magnetic solid-phase
extraction — MSPE). En este caso, debido a las propiedades
magnéticas de las particulas que pueden ser adheridas al sorbente
de extraccidn, éstas se pueden manejar facilmente dentro del capilar
con la simple colocacion de dos imanes en el cassette, debido a que
se puede introducir y quitar el sorbente del capilar
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automaticamente, de esta manera posibilitando el proceso de
extraccion mediante in-line SPE de una manera mas facil vy
automatizada.

En la figura 16, se representan esquematicamente las diferentes
etapas del procedimiento mediante in-line MSPE-CE. Primeramente,
se acondiciona el capilar (A), después se introduce el sorbente
magnetizado mediante inyeccién hidrodindmica y éste queda
retenido en el interior del capilar mediante los imanes (B), se
produce la etapa de lavado de la muestra (C), y finalmente, se realiza
la elucién salida de los analitos (D). La Figura 16E, representa la
configuracion y posicién de los imanes dentro del cassette.

En los ultimos afios, diferentes tipos de particulas magnéticas han
sido estudiadas en la funcionalizacion del sorbente y aplicadas para
el tratamiento de muestra. En este sentido, las mas populares han
sido las particulas de dxido de hierro (Fe304) debido a su bajo coste y
baja toxicidad [123]. La MSPE ha sido combinada con la CE
recientemente por diversos autores [123, 124, 126, 127]. Tennico y
col. [123] utilizaron el tipo de sorbente Cis funcionalizadas con
particulas de Fe3Os (Cis-FS-Fesz0a), para la extraccién de varios
parabenos y AINEs, obteniéndose valores de recuperacion del
proceso de extraccion del 90%. Sin embargo, en este estudio sdlo se
ha conseguido la automatizacion parcial del proceso de extraccién
dentro del capilar de CE, ya que el MSPE se realizd fuera, es decir, las
particulas magnéticas funcionalizadas se afiadieron a la muestra, se
mezclaron y luego se inyectaron para realizar la desorciéon de los
analitos en el instrumento de CE.

La automatizacion total de la MSPE-CE la desarrollaron Gasilova y col.
[124], y Morales-Cid y col. [127], que pusieron de manifiesto la
aplicabilidad de in-line MSPE-CE utilizando procedimientos de
purificacién de inmunoafinidad y usando particulas magnéticas
recubiertas con anticuerpos inmovilizados dentro del capilar CE
como inmunosuporte, para la extraccion y aislamiento de proteinas.
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A f% E cassette

C ) capilar N

capilar

Figura 16. Representacidn esquemadtica del procedimiento in-line MSPE-CE.
Acondicionamiento (A), carga del sorbente magnetizado hidrodinamicamente (B ),
lavado (C) y elucion (D). Adaptado de Tennico y col. [123]

En el primer caso se realizé el acoplamiento a un detector de
espectrometria de masas MALDI-TOF para el analisis de proteinas en
muestras de leche, con el objetivo de aumentar la sensibilidad del
método, obteniéndose LODs por debajo de 2.1 nM y valores de
recuperaciones del 99%. En el trabajo de Morales-Cid y col. se
determinaron glicoproteinas en muestras de suero sanguineo con
una precision en términos de porcentaje de area de entre 0.5y 11 %
de RSD, y LODs por debajo de 2 nM.

En un trabajo reciente, Baciu y col. [126] con el fin de automatizar el
proceso de fabricacién de in-line SPE convencional y debido a la
posibilidad de poder manipular las particulas magnéticas con un
iman, utilizaron un sorbente funcionalizado con particulas de 6xido
de hierro para realizar la limpieza de la muestra y preconcentracion
de drogas de abuso en muestras de orina. Se optimizé el pH de la
muestra, la inyeccién de las particulas magnéticas y la carga de la
muestra. En este trabajo se obtuvieron recuperaciones relativas por
encima del 75.9 %, valores de precision por debajo del 20% de RSD y
LODs en muestras de orina de 20-50 ng/mL.
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Otra técnica de microextraccion, es la microextraccién en fase solida
(SPME), que fue introducida en 1990 por Arthur y Pawliszyn [128]. La
SPME se basa en la particion de los analitos entre la muestra y la fase
de extraccion estacionaria, generalmente revestida sobre la
superficie de una fibra o dentro de una microjeringa por un periodo
de tiempo hasta que se alcanza el equilibrio [128, 129]. El
revestimiento de la fibra es un pardmetro clave en la SPME y el
desarrollo de revestimientos ha sido muy importante en los ultimos
anos. Los principales sorbentes comerciales utilizados son los de
polidimetilsiloxano (PDMS) para compuestos no polares o volatiles, y
poliacrilato (PA), PDMS-divinilbenceno (DVB-PDMS) vy divinilbenceno
carbowax (CW-DVB) para compuestos polares. La fibra se encuentra
en el interior de un tubo hueco de tal forma que ésta se puede
retraer y sacar de su interior quedando asi expuesta a la muestra. Su
uso implica dos etapas. Inicialmente, la etapa de extraccion, que se
puede llevar a cabo sumergiendo directamente la fibra en el interior
de la muestra (direct inmersién - DI-SPME) o manteniéndola en el
espacio de cabeza que estda en equilibrio con la disolucion
(headspace - HS-SPME). Posteriormente, la etapa de desorcion, que
puede ser realizada mediante desorcion térmica o mediante
disolventes [129, 130].

El acoplamiento in-line SPME-CE puede llevarse a cabo en dos
formatos principales: SPME en fibra [131-134], y SPME en tubo [135],
seguida de la desorcion de los analitos mediante el uso de un
solvente adecuado. La escasa bibliografia sobre este acoplamiento es
debido a las diferencias de las dimensiones entre las fibras y los
capilares de separacién, ya que normalmente las fibras tienen un
didmetro mas grande con el fin de extraer la maxima cantidad de
muestra [136]. De esta manera, para poder conectar la fibra in-line
con el extremo del capilar de CE es necesario el uso de un adaptador
o de un interfaz. En este sentido, Nguyen y col. [132] en 1997,
construyeron un adaptador que posibilitd el primer acoplamiento in-
line de la SPME a la CE.
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En la figura 17 se muestra el esquema de la estructura del adaptador
empleado en este acoplamiento. El punto de inyeccion del capilar de
separacion esta conectado con un segmento de capilar de didmetro
mas grande. Estos dos se unen mediante un tubo retractil de teflén y
la fibra se dispone en el interior del segmento de capilar con mayor
didametro.

capilar de separacién
50 pm id, 350 pm od

Y

Tubo retréctil de 2 cm

Segmento de capilar 1.5 cm
180 pm id, 380 um od

Fibra de vidrio de diametro 150 um G, g
con los analitos fth
Recubrimiento de Nylon _~~

Figura 17. Esquema del adaptador in-line SPME-CE con fibra de Nguyen y col.
Adaptado de [132].

Este sistema fue aplicado para el andlisis de 16 hidrocarburos
aromaticos policiclicos, empleando una fibra de polidimetilsiloxano.
Después de la adsorcidon de los analitos en la fibra durante un tiempo
de 2 horas, se realizé un lavado sumergiendo la fibra en agua
durante 30 minutos. Seguidamente, la fibra se acopla al capilar de
separacion con el sistema que se muestra en la figura anterior y se
inyecta una cantidad de MeOH durante 3 segundos. Tras 5 minutos
de contacto de la fibra con el metanol, se aplica un determinado
voltaje y se lleva a cabo la separacion electroforética. Una ventaja de
este sistema es que permite el uso de fibras de gran didmetro, por lo
tanto, se puede aumentar la eficiencia en la extraccion.

Whang vy col. [131], en 1998 desarrollan otra configuraciéon in-line
SPME-CE en fibra. En este trabajo, se usé un interfaz con una fibra de
poliacrilato conectada mediante un tubo de tefldon directamente al
capilar de separaciéon para el andlisis de fenoles en soluciones
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estandar. En la Figura 18, se representa con mds detalle el esquema
de la configuracidn del interfaz utilizado. La principal ventaja de este
interfaz es que posibilita el contacto entre la fibra SPME y el capilar
de separacion de una manera simple. La desorcion de los analitos se
produce con una cantidad minima de un disolvente sin causar el
ensanchamiento de los picos.

Barra de Teflén ~ Fibra polimerica recubierta de
silice (40 pm de diametro)

Tubo cénico

Detector <— = —— 1:::.:::;1

Capilar de separacién W

(75 pm id 360 pm od) / A Ensamblaje de la
BGE Electrodo fibra SPME

N

Figura 18. Esquema del interfaz in-line SPME-CE con fibra de Wang y col. Adaptado
de [131]

En esta configuracidn, al inicio se acondiciona el capilar con el BGE y
después se inyecta durante 5 segundos una solucion 0.2 M de NaOH
gue actia como solvente de desorcion. Después se lleva a cabo la
adsorciéon de los analitos en la fibra durante un tiempo de 40
minutos y seguidamente ésta se inserta en el interior del capilar de
separacion. Posteriormente, se aplica la diferencia de potencial y se
lleva a cabo la separacion. En este caso, la fibra se mantiene durante
todo el andlisis dentro del capilar. No obstante, esta configuracién
presenta el inconveniente en la dificultad de insertar la fibra dentro
de un capilar con un didmetro interno tan pequeno (75 pum).

Para solventar este problema, Santos y col. [134], propusieron otra
configuracion in-line SPME-CE en fibra, en este caso, realizaron el
acoplamiento de in-line SPME-CE a MS disefiando un adaptador que
tiene un canal cerrado que permite la introduccién de la fibra justo
en la region de entrada del capilar de separacién, permitiendo la
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introduccion de la fibra SPME de una forma mas facil. Este sistema,
fue desarrollado para la determinacién de antibidticos en muestras
de suelo, obteniéndose LODs entre 2.9 y 3.2 ug/kg en muestra de
suelo enriquecida con los analitos estudiados.

En la figura 19, se detalla la configuracién de este adaptador. La fibra
se introduce por el lateral a través del séptum en un canal vertical
cerrado, exponiéndose justo en el extremo del capilar y el electrodo
de una manera mucho mas simple y facil que el disefio anterior.

Detector
MS

Capilar =4

Electrodo
-~

Metacrilato

Septum

T
Waste ‘/Q I = '€—:@/E .A.A —
LoLC

BGE Fibra

Figura 19. Esquema del adaptador in-line SPME a CE-MS. Adaptado de [134].
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1.5. Técnicas de preconcentracion electroforética
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Las técnicas de preconcentracion electroforética son estrategias muy
utilizadas en CE [25, 30], donde un gran volumen de muestra es
introducido en el capilar o bien por inyecciéon hidrodindmica o
electrocinética, y los analitos son concentrados en el extremo del
capilar antes de su separacién electroforética. El principio de la
mayoria de estas técnicas de preconcentracion se basa en la
diferencia de movilidad de los analitos entre la zona de la muestra 'y
la zona del BGE, por ejemplo, causado por los cambios en las
propiedades entre la muestra y el BGE, como la conductividad o el
pH, entre otras.

Las principales técnicas de preconcentracién electroforética basadas
en los cambios de velocidad de migracion de los analitos entre la
zona de muestra y la zona de BGE son: las técnicas de field-amplified
stacking, transient jsotacophoresis (tITP), pH-mediated stacking vy
sweeping techniques [26]. La presente tesis se centrara en las
técnicas de field-amplified stacking, por lo que en este apartado nos
centraremos en este tipo de técnicas.

Las técnicas de field-amplified stacking, o simplemente técnicas de
stacking, son aquellas en las que el mecanismo de preconcentracién
se basa en una diferencia de conductividad y, por lo tanto, de las
velocidades electroforéticas de los analitos entre la zona de la
muestra donde el campo eléctrico es elevado y la zona del BGE
donde el campo eléctrico es bajo. Durante el proceso de stacking tras
la inyeccion, los analitos pasan de estar ocupando gran parte del
capilar a baja concentracidn, a estar concentrados en una pequeia
zona del capilar (stack) para su posterior separacién y deteccién.

En la bibliografia, se pueden encontrar diferentes estrategias para la
preconcentracion de analitos que operan bajo estos principios, como
la field-amplified sample stacking (FASS), field-amplified sample
injection (FASI), large volume sample stacking (LVSS) , large volume
sample stacking with matrix removal by an EOF pump (LVSEP) y
pressure-assisted electrokinetic injection (PAEKI) [25, 26, 30].
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A continuacion, en la figura 20 se muestra la clasificacion de las
principales técnicas de stacking.

FASS
Inyeccidon
hidrodindamica (HDI) LVSS
LVSEP
Técnicas de

stacking | | Inyeccidn EAS]

electrocinética (EKI)
— HDI + EKI PAEKI

Figura 20. Clasificacién de las principales técnicas de stacking en CE.

La técnica de field-amplified sample stacking (FASS), es la técnica de
preconcentracion mas simple y comun en CE para mejorar la
sensibilidad. Esta técnica fue desarrollada por primera vez por
Mikkers y col. [137], y se inyecta hidrodinamicamente un volumen de
muestra de baja conductividad dentro del capilar previamente lleno
con un BGE de alta conductividad. Un requisito es que la
conductividad de la muestra debe de ser al menos 10 veces menor
que la del BGE. En estas condiciones, al aplicar el voltaje de
separacion, los analitos en la zona de la muestra experimentan una
alta intensidad de campo eléctrico lo que provoca que éstos se
muevan rapidamente. Cuando los analitos llegan a la zona de la
interfase entre la muestra y el BGE, debido a la baja intensidad de
campo eléctrico de la zona de BGE, la movilidad de los analitos
disminuye drasticamente y se produce el stacking. Esta acumulacion
o "apilamiento" aumenta la concentracion de los analitos de la
muestra. El aumento de la sensibilidad en la deteccion es
normalmente 10-20 veces mayor comparado con una inyeccién
hidrodinamica habitual en CE [138].
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En la figura 21, se muestra un esquema del mecanismo de
preconcentracion de FASS para analitos cargados negativamente en
el cual se representa el capilar de separaciéon y la solucion que
contiene el vial inlet y el outlet. Al inicio, se acondiciona el capilar con
BGE (A). Posteriormente, se inyecta la muestra hidrodindmicamente
en un medio de menor conductividad que el BGE (B). Cuando se
aplica el voltaje negativo los aniones se van apilando en la zona de Ia
interfase entre la muestra y el BGE (C). Los analitos se separaran a
medida que se produce la migracidon hacia el detector (D). Los
vectores de la figura representan el sentido del EOF y de las

velocidades electroforéticas de los analitos (Le).
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Figura 21. Esquema del mecanismo de preconcetracion de field-amplified sample
stacking (FASS) para aniones. Acondicionamiento con BGE (A), inyeccidn
hidrodinamica de la muestra (B), los analitos de apilan en la interfase entre la

No obstante, esta técnica presenta inconvenientes, como que
generalmente, sélo puede ser aplicada para muestras de baja

muestra y el BGE (C), separacién (D).
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conductividad y que el volumen de la muestra que puede ser
inyectado es relativamente pequefo, alrededor del 5% del total de
volumen del capilar [139]. La inyeccién de volimenes mds grandes
produce el ensanchamiento de los picos. Ademads, si se inyecta
mucha cantidad de muestra, la longitud del capilar que queda
disponible es insuficiente para que se realice correctamente la
separacioén. Por estos hechos, con esta técnica generalmente no se
obtienen factores de preconcentracion muy elevados [25]. No
obstante, esta técnica ha sido empleada por diversos autores
durante los ultimos afios, obteniéndose buenos resultados en
términos de preconcentracién en diferentes tipos de muestras
bioldgicas [138, 140-144], muestras ambientales [145] y muestras de
alimentos [144, 146].

Para solventar la problematica de la poca cantidad de muestra que
se puede introducir en el capilar en la técnica FASS, Dziomba y col.
[142] desarrollaron un método para la determinacién de compuestos
catidnicos en orina basado en esta técnica de preconcentracién pero
con una modificacidon. Estos autores realizaron varias inyecciones
hidrodindmicas de la muestra repetidamente a 0.6 psi, durante 53
segundos y después de cada inyeccion aplican voltaje y una
contrapresion (-1 psi, 2kV, 0.65 min) repitiendo el proceso 4 veces,
con el fin de eliminar la matriz de la muestra y retener los analitos en
el capilar. Con esta estrategia se consiguid introducir un volumen de
muestra en el capilar del 27% del total y factores de preconcetracion
de 15-35.

A pesar del inconveniente principal de la técnica FASS en su
modalidad mds habitual, esta técnica tiene la ventaja que puede ser
utilizada para el analisis simultaneo de cationes y aniones. Hsieh y
col. [140], en su trabajo para la determinacidn de neuroquimicos
catidnicos y anidnicos en orina, aifiadieron al BGE dxido de polietileno
y glicerol con la finalidad de separar simultdneamente los analitos
con diferentes cargas. Los cationes tienen afinidad por el 6xido de
polietileno y los aniones por el glicerol. Este hecho se explica por las
interacciones entre los enlaces hidrégeno entre los grupos hidroxilo
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del glicerol y los grupos amino e hidroxilo de los compuestos, por lo
tanto, durante el analisis éstos se separan en funcion de la zona en el
capilar donde se encuentra el 6xido de polietileno o el glicerol.
Ademas, mediante esta técnica se puede introducir mayor cantidad
de muestra comparado con FASS convencional debido a que se
inyecta en sentido a favor del EOF. Con esta estrategia se consiguid
una correcta separacién y factores de preconcentracion de 116-282.

La técnica FASS puede ser facilmente combinada con técnicas de
extraccion off-line como SPE [143, 145], MSPE [144] vy dispersive
liquid-liquid microextraction (DLLME) [146, 147], con el fin de
mejorar la sensibilidad en la determinacién de distintos analitos. Un
ejemplo de ello es el trabajo de Tu y col. [147], en que utilizaron la
técnica DLLME en modo off-line y a continuacién la técnica de
stacking FASS para la determinacién de 4 fenotiazinas en orina y
plasma. La DLLME es una técnica de microextraccion en fase liquida
gue bdsicamente consiste en la formacion de una solucidn turbia con
la adicién de una mezcla de solventes extractivos y dispersivos a una
solucion acuosa [148]. Para demostrar la viabilidad de la
combinacién DLLME-FASS, se determinaron las conductividades del
BGE (0.01 ms/cm) y muestra (2.3 ms/cm) y se estudié el volumen de
inyeccion entre 5 y 120 pL. Se selecciond el volumen de 120 puL
debido a que se obtenian areas de picos mds grandes y no se veia
afectada la resolucién. Con esta combinacién de técnicas se
consiguieron factores de preconcentracién de 2500.

Las técnicas de stacking también pueden llevarse a cabo realizando
la inyecciéon electrocinética de Ila muestra. La inyeccidn
electrocinética consiste en introducir los analitos en el capilar
mediante la aplicacién de una diferencia de potencial durante un
determinado tiempo. Por ejemplo, en el caso de analitos cargados
negativamente, esta diferencia de potencial debe de ser negativa. En
este sentido, para poder introducir los analitos de este modo en el
capilar es indispensable que éstos estén en forma idnica. Este tipo de
inyeccion permite introducir mayor cantidad de analitos de forma
selectivamente en el capilar comparando con los que se pueden
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introducir hidrodinamicamente, especialmente cuando los analitos
tienen una movilidad electroforética elevada [149]. No obstante, la
inyeccion electrocinética es menos reproducible, y su eficacia
depende en gran medida de la matriz de la muestra y de la movilidad
electroforética de los analitos.

La técnica de field-amplified sample injection (FASI), opera de
manera similar a la técnica de FASS, pero difiere de ésta en el modo
de inyeccidon empleado. Cuando se lleva a cabo la técnica de FASI, se
introduce en el capilar un plug de baja conductividad (solvent plug)
antes de inyectar electrocinéticamente la muestra, normalmente
agua o algun solvente organico con una conductividad menor que la
matriz de la muestra. El empleo del plug favorece la entrada de
mayor cantidad de analitos en el capilar desde el inicio debido a que
proporciona una intensidad de campo elevada desde el inicio de la
inyeccion y los analitos se mueven mas rapidamente de manera que
guedan acumulados [149, 150].

En la figura 22, se muestra un esquema del mecanismo de
preconcentraciéon de FASI para analitos cargados positivamente.
Primeramente, se inyecta el “solvent plug” que se utiliza para
aumentar la intensidad de campo y facilitar el proceso de entrada de
los analitos en el capilar (A). Posteriormente se inyecta la muestra
electrocinéticamente en un medio de menor conductividad que el
BGE (B). Cuando se aplica el voltaje negativo, la matriz de la muestra
se va eliminando del capilar por accion del EOF y los aniones se van
apilando en la zona de la interfase entre la muestra y el BGE (C).
Finalmente, se aplica un potencial eléctrico de sentido opuesto y los
analitos se separaran a medida que se produce la migracién hacia el
detector (D).

Una desventaja de FASI es que no puede ser aplicado para la
preconcentracion simultanea de aniones y cationes, debido a que la
inyeccion electrocinética es selectiva para cada tipo de iones. Esta
técnica también tiene las mismas limitaciones que FASS en relacién a



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
ESTRATEGIAS DE PRECONCENTRACION COMBINADAS IN-LINE CON LA ELECTROFORESIS CAPILAR
Alejandro Garcia Vazquez

Introduccién | 63

la poca cantidad de muestra que puede ser inyectada y el
requerimiento de que la muestra debe ser de baja conductividad.
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Figura 22. Esquema del mecanismo de preconcetracion de field-amplified sample
injection (FASI) para aniones. Inyeccién hidrodinamica del solvent plug (A),
inyeccion electrocinética de la muestra en un medio de menor conductividad que
el BGE (B), los analitos se apilan en la interfase entre la muestra y el BGE (C),
cambio de polaridad del voltaje y separaciéon (D).

Otra desventaja es que debido a que los iones en la muestra
presentan diferentes movilidades, cuando aplicamos la inyeccién
electrocinética, entraran en el capilar con mucha mas facilidad los
gue tengan mayor movilidad. No obstante, FASI puede proporcionar
mayores factores de preconcentracién, en torno a 1000 veces
comparado con una inyeccidn convencional [25].

Lau y col. [151] utilizaron FASI para la preconcentracion de 4 iones
metalicos en muestras de agua utilizando un detector de
conductividad. Se estudié en profundidad la composicidn y el tiempo
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de inyeccion del solvent plug. Entre varias mezclas se solventes
evaluados se selecciond una mezcla de agua:ACN (55:45) como
solvent plug y se estudié el tiempo de inyeccién de éste que fue
fijado 40 segundos debido que se obtenian los factores de
preconcentracion mas elevados, que fueron de entre 292 para el Cr3*
y 91800 para el Pb?* sin poner en compromiso la resolucién.

FASI también puede ser combinada con técnicas de extraccién off-
line como DLLME [152] y SPE [153]. Us y col. [152] utilizaron FASI
posterior a DLLME, para la determinacién de B-antagonistas en
muestras de orina. Para mejorar la eficacia de FASI se introdujo en el
capilar un solvent plug de agua y se estudié la composicién del BGE.
Se estudié la adicion del surfactante anidonico (SDS) al BGE a
diferentes concentraciones entre 0-20 mM con el objetivo de
aumentar la resolucién. Se observé que la resolucidn mejoraba hasta
la concentracion de 10 mM, por lo tanto, estd fue seleccionada. En
este trabajo se consiguieron factores de preconcentracién de 41-
1046. B. Claude y col. [153] utilizaron off-line SPE utillzando MIPs
como sorbente para la extraccion selectiva de diferentes
neurotransmisores y posteriormente aplicaron la técnica FASI para el
analisis de éstos en orina. Ademas de estudiar los diferentes
pardmetros que afectan a FASI, como la composicion de BGE,
solvente de muestra y solvent plug, utilizaron una pequefa cantidad
de un agente de protonacién de la muestra (acido fosférico 100
um/L) para protonar las aminas primarias de los analitos y asi
favorecer la inyeccién electrocinética.

Otra técnica empleada habitualmente es la técnica large volume
sample stacking (LVSS). El principio de ésta estrategia es similar a
FASS, pero la diferencia es que en LVSS se introduce un gran volumen
de muestra y se cambia la polaridad en contra del EOF para que se
elimine la matriz de la muestra, y los analitos se concentran al inicio
del capilar. Después los analitos se van separando a medida que se
mueven hacia el extremo donde se encuentra el detector. En LVSS, el
cambio de polaridad es el paso mds importante para Ila
preconcentracion de los analitos. Para cambiar la polaridad es
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necesario monitorizar la corriente para cuando el total del capilar
esté lleno de BGE poder invertir el voltaje. Esto se puede realizar
facilmente, ya que cuando se alcanza el 95-99% de total de la
corriente nos indica que el capilar estd lleno de BGE. Una vez
realizado el cambio de polaridad, se lleva a cabo la separacion de los
analitos en la muestra [154-156].

En la figura 23, se muestra esquemdaticamente los diferentes pasos
gue la técnica incluye para el caso de la preconcentracidon de
aniones. Al inicio, se inyecta hidrodinamicamente una gran cantidad
de muestra llenando el capilar (A). Después, se cambia el vial de la
muestra por el vial del BGE y se aplica una diferencia de potencial
negativa para invertir el sentido del EOF (B). La matriz de la muestra
se va eliminando y los analitos se preconcentran (C), y después,
cuando se llena el capilar de BGE (aproximadamente 95 % de la
corriente total), se invierte el sentido del EOF aplicando un voltaje
positivo sobre el vial inlet, para que posteriormente se lleve a cabo la
separacion electroforética (D). Los analitos migran a favor del EOF, ya
qgque la magnitud de éste es mds grande que sus movilidades
electroforéticas ().

En LVSS existen 3 parametros fundamentales: el solvente de la
muestra que debe de ser de baja conductividad, el volumen de
muestra introducido en el capilar y el voltaje aplicado [154-156]. Fan
y col. [155] en su estudio utilizaron la técnica LVSS para la
determinacion de barbituricos en muestras de plasma sanguineo y
estudiaron el tiempo Optimo para cambiar la polaridad
monitorizando la corriente. Si éste tiempo es muy largo, muchos
analitos salen del capilar y por lo tanto no pueden ser apilados, en
cambio si el tiempo es demasiado corto, parte de la matriz de la
muestra no puede ser eliminada y, por lo tanto, se veria afectado el
stacking. En este estudio se obtuvieron factores de preconcentracién
entre 169-202. Quesada-Molina y col. [156] utilizan la off-line SPE
con el fin de realizar el lavado de la muestra previa a LVSS, para la
determinacion 5 cefalosporinas en muestras de aguas de rio.
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Figura 23. Esquema del procedimiento LVSS: inyeccidn hidrodindmica de la
muestra (A). La matriz de la muestra se va eliminado por accion del EOF (B),se
produce el stacking en el extremo del capilar cercano al vial inlet y se invierte la
polaridad del voltaje (C). Finalmente, se produce la separacion (D).

Se evaluaron diferentes tipos de sorbentes y finalmente se
selecciondé el Oasis HLB debido a que ofrecia el mejor lavado de la
muestra y las mejores recuperaciones en la extraccion. Se estudio la
adicion de diferentes solventes a la muestra para modificar la
conductividad, ya que se observd que al realizar los andlisis
directamente en las muestras de agua algunos de los analitos con
mayor movilidad se perdian. Finalmente, se selecciond ACN al 40%,
porque aportaba baja movilidad para los analitos y alta estabilidad
de la corriente. También se estudid el tiempo de inyeccion de la
muestra y el voltaje aplicado durante el stacking. En este trabajo se
consiguieron factores de preconcentracién entre 742-1583.

Existe otra modalidad de LVSS, pero en este caso no se cambia la
polaridad y la denominacidn es large volumen stacking with matrix
removal by an EOF pump (LVSEP).
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En esta técnica, se inyecta un gran volumen de muestra en el capilar
mientras la matriz de la muestra se elimina mediante la supresion del
EOF. El modo de operar es muy similar a LVSS, pero en este caso no
es necesario monitorizar la corriente, ya que las movilidades de los
analitos y el EOF se compensan tras la eliminacién de la matriz de la
muestra en el capilar, por lo que no es necesario invertir la polaridad
manualmente. Un requisito fundamental para poder aplicar esta
técnica para el andlisis de aniones es que las movilidades
electroforéticas de los analitos tienen que ser mayores que las del
EOF.

En LVSEP es necesaria la supresién del EOF para que se lleve a cabo
el proceso de stacking. Existen diferentes modos de realizar la
supresiéon de EOF vy las principales estrategias que han sido
empleadas con ésta finalidad han sido la utilizaciéon de
recubrimientos en los capilares, la utilizacion de BGEs no acuosos y el
empleo de BGEs acidos [157-159]. De esta manera, se cambian las
propiedades del interior del capilar y la acciéon del EOF puede ser
eliminada.

La técnica LVSEP también puede ser acoplada con técnicas de
extraccién como SPE [160] y HS-SDME [161], entre otras. Un ejemplo
es el trabajo desarrollado de Kawai y col. [160] que utilizaron la
técnica LVSEP posteriormente a SPE con Cig para el andlisis de
farmacos en orina. Con la SPE se reduce la concentracién de sales de
la muestra y no hay necesidad de diluirla para cumplir el
requerimiento de baja conductividad. En este caso, se utilizé un
recubrimiento del capilar de acetato de polivinilo (PVA) para la
supresién del EOF y se consiguieron factores de preconcentraciéon de
500-1300.

Park y col. [161] en un proceso totalmente automatizado, acoplaron
HS-SDME con LVSEP, para la determinacion de compuestos fenélicos
en muestras de vino. Se estudid el volumen y el pH necesario de fase
aceptora, para optimizar el acoplamiento HS-SDME con LVSEP. La
muestra fue diluida en BGE como requerimiento de LVSEP de tener la
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muestra en baja conductividad. Para la supresion del EOF, se utilizé
un capilar recubierto de polimeros de fluorocarbono y se comprobd
gue las movilidades electroforéticas de los analitos eran mas bajas
que las del EOF, posibilitando la aplicacién de LVSEP y obteniendo
factores de preconcentracion de 1900-3400.

En 2006, Feng y col. [162] desarrollan una nueva técnica de stacking
con el objetivo de contrarrestar la accion del EOF durante la
aplicacion de FASI, que denominan pressure-assisted electrokinetic
injection (PAEKI). En esta técnica la preconcentracién se lleva a cabo
utilizando los principios de la inyeccidn electrocinética y de stacking.
Como la direccién del EOF generada al aplicar la diferencia de
potencial es en sentido opuesto a la de la inyeccién y ademas su
magnitud, generalmente, es mas grande que la magnitud de la
movilidad electroforética de los analitos, por lo que aplicando solo
una inyeccion electrocinética los analitos nunca podrian entrar en el
capilar. Teniendo en cuenta esto, es necesario realizar un
contrabalance del EOF para posibilitar la entrada de los analitos. Para
solventar este problema, mediante la inyeccion PAEKI, el EOF es
compensado mediante una inyeccion hidrodindmica constante en
sentido contrario al de EOF combinada con la inyeccidon
electrocinética. El apilamiento de los analitos se produce en la zona
del capilar entre la muestra y el BGE de un modo similar que en FASI,
pero en este caso la presién aplicada compensa al EOF, que lo hace
inmovil y posibilita que se pueda inyectar mas cantidad de muestra
manteniendo el espacio del capilar para que se realice la separacién
de los analitos. La capacidad de la técnica para mantener la muestra
en una zona del capilar durante un largo tiempo para que se
produzca el stacking es resultado de la formacién de una zona de
alto intercambio entre la muestra y el BGE, ya que cuando los
analitos llegan a esta zona, su movilidad electroforética decrece
rapidamente posibilitando que éstos se apilen. La técnica PAEKI ha
sido aplicada para analitos cargados negativamente, como
nucleétidos [162, 163], arsénico, selenio y bromo [164],
monoftalatos [165] ,farmacos [166] y posteriormente, para analitos
cargados positivamente, concretamente aminoacidos [167].
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En la Figura 24 se muestra el procedimiento del PAEKI. El primer paso
es llenar el capilar con el BGE (A), después se inyecta la muestra en el
inyecciéon electrocinética mientras se aplica
simultdneamente una presiéon constante sobre el vial Inlet que
contrarresta la accion del EOF posibilitando una inyeccién durante un
tiempo mads prolongado (B). En la zona limite entre la muestra y el
BGE, es el lugar donde se produce el apilamiento debido a que en esa
zona la movilidad de los analitos se ve reducida (C). Finalmente, se
aplica el voltaje para la separacion (D).

capilar mediante
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Figura 24. Esquema del procedimiento pressure-assisted electrokinetic injection
(PAEKI) para el analisis de aniones. Introduccidn del BGE en el capilar (A),
aplicacién simultanea de una inyeccidn electrocinética e hidrodinamica sobre el
vial intel (B), apilamiento de los analitos en la zona entre la muestra y el BGE (C), y

Xu 'y col. [166] utilizaron por primera vez PAEKI para la determinacién
enantiomérica de analitos cargados negativamente, en este caso,

separacion de los analitos (D).

verteprofinas en orina.




UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
ESTRATEGIAS DE PRECONCENTRACION COMBINADAS IN-LINE CON LA ELECTROFORESIS CAPILAR
Alejandro Garcia Vazquez

Introduccién | 70

Se estudid en detalle la velocidad del EOF en funcién a la presion y
voltaje aplicado durante el stacking. Con unas condiciones de presion
de 0.8 psi y un voltaje de -10.3 kV, se observaron los mejores
resultados en términos de area de los picos. También se estudio el
tiempo de inyeccidén entre 1 y 5 min. Se observé que a inyecciones
mayores de 2 minutos el aumento de la sefal observada no era
significativo y ademas se veia afectada la reproducibilidad del
método. Con estas condiciones se obtuvieron factores de
preconcentracién de 116.

Recientemente, D'Ulivo y col. [167] en su trabajo aplicaron PAEKI
para la determinacion de analitos cargados positivamente,
concretamente aminodcidos en soluciones estandar con el propdsito
de expandir la aplicabilidad de esta técnica para cationes. En este
caso, para llevar a cabo el proceso de stacking, se invierte el sentido
de la presidon y del voltaje aplicado para compensar el EOF. En este
caso la presidn constante aplicada sera de sentido negativo y el
voltaje positivo. Manteniendo la presidén constante a -50 mbar, se
estudio el voltaje aplicado entre +2 y +24 kV. Se selecciond +14 kV
debido a que se observaron picos con mayor darea. Esta técnica es
compatible con la deteccion por MS debido a que no es necesario el
empleo de sustancias que puedan contaminar la fuente de
ionizacion. En este caso fue acoplada mediante la ionizacién de
electrospray (ESI), consiguiéndose factores de preconcentracién de
3000.
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Desde los afos 90, se han publicado multiples trabajos sobre la
separacion y determinacion de los AINEs mediante electroforesis
capilar en diferentes tipos de matrices, principalmente en
formulaciones farmacéuticas, muestras bioldgicas y aguas
ambientales [168-170]. Concretamente en este apartado se realizara
una discusion de los diferentes estudios que han ido surgiendo en la
bibliografia en los ultimos afios, concretamente dentro del periodo
comprendido entre 2007-2017, haciendo especial énfasis al modo de
separacion y condiciones electroforéticas, tipo de muestra,
tratamiento de muestra, LODs que se han obtenido y el empleo de
técnicas de preconcetracion combinadas in-line con CE. En la tabla 1
se recogen los trabajos mas relevantes de este periodo.

La electroforesis capilar por zonas (CZE) ha sido el modo de
separacion mas utilizado para el analisis de AINEs debido a su
simplicidad [24]. La tendencia actual para la mayoria de las
aplicaciones cuando se utiliza este modo de separacién es el uso de
diferentes mecanismos de preconcentracidn ya sean técnicas de
microextraccién o técnicas de preconcentracion electroforética.
Estas estrategias se han aplicado principalmente para el andlisis de
diferentes tipos de matrices complejas, fundamentalmente muestras
de aguas ambientales, muestras bioldgicas, como plasma y orina, y
muestras de alimentos. La utilizacién de técnicas de microextraccion
tanto en fase liquida, como en fase sélida ha sido una estrategia
comunmente empleada para la determinacion de estos compuestos.
Por ejemplo, Rahim y col. [173] utilizaron la stir-bar sorptive
extraction (SBSE) para la determinacion de AINEs en muestras de
orina. Esta técnica de extraccidon basicamente consiste en extraer los
analitos mediante un iman recubierto de un material con Ia
capacidad de retener los analitos. Cabe destacar que en este caso se
sintetizd un material hibrido constituido con metiltrimetoxisilano
(MTMOQS) vy cianopropiltrietoxisilano (CNPrTEOS), ofreciendo la
posibilidad de extraer AINEs tanto de cardcter polar como apolar, y
una mayor eficiencia en la extraccién respecto a otros materiales
comerciales sin pretratamiento de muestra previo (solo dilucién).
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Con esta estrategia se consiguieron recuperaciones del 83.5-98.9% y
LODs de entre 35-41 pg/L en soluciones estandar.

Hasheminasab y col. [174] para la determinacién de ibuprofeno y
naproxeno en plasma, orina, leche materna y aguas residuales
utilizaron la técnica SLM por gradiente de potencial eléctrico usando
como novedad una membrana constituida por nanotubos de
carbono (CNTs). Los CNTs presentan la ventaja que es un material
con un area superficial grande y tiene gran capacidad de absorber
diferentes tipos de analitos. Se obtuvieron LODs en muestras
estandar de 1-5 ng/mL. Los diferentes tipos de muestra, leche
materna, orina, plasma y aguas residuales, fueron tratadas con una
simple dilucién y posteriormente se aplicé el método para el andlisis
de los AINEs estudiados.

Villar Navarro y col. [175] realizaron un estudio para |la
determinacion de varios AINEs en muestras de orina usando la HF-
LPME, obteniéndose LODs en el rango de 0.25-0.86 ng/mL en
soluciones estandar. Macia y col. [120] estudiaron el acoplamiento
in-line de la SPE a la CE para la preconcentracidon de naproxeno en
agua del grifo. Con esta estrategia se obtuvieron factores de
preconcentracion de 1820 veces y LODs de 0.2 ng/mL en muestras
estdndar. Posteriormente, el método desarrollado se aplicd a
muestras de agua de grifo y previo tratamiento previo de la muestra
mediante una in-line SPE utilizando un sorbente del tipo Cis, se
obtuvieron unos LODs de 10 ng/mL en muestra real.

Para la determinacion de AINEs también han sido desarrollados
métodos basados en diferentes técnicas de preconcentracién
electroforética y en la bibliografia podemos encontrar varios
trabajos, como ejemplo, Botello y col. [178] aplicaron la transient
pseudoisotachophoresis (tITP) para la determinacién de AINEs en
muestras biolégicas, concretamente plasma humano y orina. La tITP
es una técnica de preconcentracién electroforética en la que se usa
una mezcla de sales y un solvente orgdnico en el BGE. La diferencia
de movilidad de los analitos entre la muestra y el BGE posibilita que
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se produzca el stacking. En este trabajo, previamente se llevd a cabo
una LLE como pretratamiento de muestras, logrando LODs de 0.16-
0.26 mg/mL y 0.32-0.75 mg/mL, respectivamente para plasma vy
orina.

Dawod y col. [179] desarrollaron un método de preconcentracién
denominado electrokinetic supercharging (EKS) para el andlisis de
siete AINEs en aguas residuales. EKS es la combinacién de la
inyeccion EKI con la tITP. Bajo las condiciones dptimas, se obtuvieron
factores de preconcentracion de 2400 y se lograron LODs entre 50
pg/mLy 180 pg/mL en muestra de aguas residuales sin la necesidad
de un pretratamiento previo de muestra.

Botello y col. [177] también exploraron la aplicabilidad de la técnica
de preconcentracién de EKS para determinar AINEs en diferentes
tipos de muestras, en particular muestras ambientales y bioldgicas.
Con esta estrategia se consiguieron factores de preconcentracién de
2000 en muestras estandar, y se obtuvieron LODs entre 0.9-1.1
ng/mL y 2-9 ng/mL para muestras de agua de rios y plasma,
respectivamente.

Dawod vy col. [180] desarrollaron una modificacion para el sistema
EKS, denominada EKS de contraflujo (CF-EKS). Esta novedad fue
aplicada para la separaciéon y la preconcentracion de AINEs en
muestras de agua. En CF-EKS, se aplica un contraflujo hidrodindmico
durante la inyeccidon electrocinética de los analitos dentro del
sistema EKS con el objetivo de realizar inyecciones de la muestra a
mayor voltaje y durante un periodo de tiempo mas prolongado,
introduciendo mas cantidad de analito en el capilar sin producirse
inestabilidad de la corriente. Con el sistema CF-EKS se obtuvieron
factores de preconcentracion de 11800 y LOD de 10.7-47.0 pg/mL en
muestras estandares.

Posteriormente, Meighan y col. [181] combind EKS con una presién
positiva durante la inyeccién (PA-EKS) para mejorar la
preconcentracion debido a que con este sistema también se puede
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introducir mas cantidad de muestra en el capilar. En este sistema, a
diferencia con el caso anterior, no se aplica contrapresion, por lo que
tiene la ventaja que es compatible con la deteccién por MS. En este
caso, se obtuvieron limites de deteccién en el rango de 6.7-18.7
pg/mL y factores de preconcentracién de casi 50000.

Alshana y col. [146] utilizaron la combinacién de una técnica de
microextraccion en fase liquida (DLLME) con la técnica de
preconcentracion electroforética FASS para la determinacién de 5
antiinflamatorios en muestras de alimentos, concretamente
productos lacteos. Con esta estrategia se consiguieron factores de
preconcentracion de 229 y LODs en el rango de 3.0-13.1 ug/kg.

La electroforesis capilar no acuosa (NACE) también ha sido empleada
para la determinacidn de AINEs usando un detector MS. Debido a las
corrientes de baja intensidad generadas al emplear solventes no
acuosos permite el uso de altas intensidades de campo eléctrico y
capilares de mayor didmetro, permitiendo a su vez introducir una
mayor cantidad de muestra en el capilar. Por este motivo, también
esta modalidad de CE estd particularmente bien adaptada a MS,
facilitando la combinacion NACE-MS debido a que se emplean
solventes organicos en el BGE que favorecen la evaporacion en el
proceso de ionizacidon y al no emplear sales en el BGE que puedan
precipitar, se evita la contaminacién de la fuente de ionizacién [183].
En este sentido, Bonvin y col. [183] desarrollaron un método de
determinacion de AINEs, obteniéndose factores de preconcentracion
de 100 y LODs de 1-20 ng/mL en muestras estandares.

En la bibliografia también se han descrito diferentes metodologias de
cromatografia capilar electrocinética micelar (MEKC) y cromatografia
capilar electrocinética por microemulsién (MEEKC) para la
determinacion de AINEs en diferentes tipos de muestras. En estos
casos también es habitual la combinacion con técnicas de
preconcentracion electroforética, principalmente con técnicas de
stacking. Por ejemplo, Maijo y col. [184] emplearon la técnica MEKC
como modo de separacién y como técnica de preconcentracion
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utilizando una combinacion de 2 técnicas, concretamente la técnica
de stacking FASI y la técnica de sweeping denominada anion selective
exhaustive injection-sweeping (ASEl-sweeping). En la técnica
sweeping se emplea un BGE constituido por micelas compatible con
MEKC y mediante FASI se realiza una inyeccién de la muestra
electrocinéticamente que favorece el apilamiento de los analitos. En
este estudio, empleando esta combinacidn de técnicas se obtuvieron
factores de preconcentracion de hasta 260 y LODs 29-58 ng/mL en
agua de rio sin necesidad de pretratamiento de muestra previo.

Almeda y col. [185] aplicaron una combinacién de una off-line SPE
usando Cig como sorbente y una técnica de stacking (LVSS) con
cambio de polaridad en MEKC para la determinacién de AINEs en la
saliva. El método SPE-LVSS-MEKC desarrollado proporcioné factores
de preconcentracion de 500 y LODs de 0.1 ng/mL, permitiendo la
determinacion a las concentraciones que se suelen encontrar los
compuestos estudiados en la saliva.

Benitez-Martinez y col. [186] utilizaron nanoparticulas de grafeno
como fase pseudoestacionaria en MEKC en el analisis de AINEs. Estas
nanoparticulas debido a sus propiedades y su estructura ofrecen la
posibilidad de crear una solucidn estable que se usa como BGE sin la
necesidad de afadir ningun surfactante, obteniéndose buenos
resultados en la resolucion de los AINEs estudiados. Con esta
estrategia se consiguieron LODs de 0.29-1.18 pg/mL en la
determinacion de muestras estandar.

Kuo et al. [188] emplearon MEEKC en combinacién con FASI para la
determinaciéon de AINEs en varias muestras de agua (rio y agua
subterrdnea). EIl método proporciond factores de preconcentraciéon
de 1400 y 6100, respectivamente. Los LODs que se obtuvieron
estaban en el rango de 0.03-0.3 ng/mL para las muestras estandar.
En la aplicacién a muestras reales de agua de rio y aguas
subterraneas fue necesaria una etapa previa de tratamiento de
muestra mediante off-line SPE (Cig) antes de la aplicacién de método
FASI-MEEKC. En este caso, fue determinada la concentracion de
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ibuprofeno en las muestras de agua de rio y muestras de agua
subterranea obteniéndose valores de 223 ng/mL y 60 ng/mL,
respectivamente.

Algunos AINEs tiene propiedades quirales, por lo que también es de
interés el desarrollo de métodos para su determinacidon
enantiomerica, debido a que los enantidmeros de una misma especie
pueden presentar diferentes propiedades farmacoldgicas vy
toxicoldgicas [170]. En la bibliografia también se han encontrado
trabajos en los cuales se utiliza la CZE para realizar la separacion
quiral de los AINEs, de los cuales se puede destacar el trabajo de
Mavroudi y col. [189], en el que se han utilizado CDs (B-CD) y liquidos
idnicos basados en aminoacidos (AAlLs) como aditivos en el BGE
encaminados a conseguir la separacién enantiomérica de los AINEs
incluidos en este estudio. Se ha observado que afiadiendo AAlLs al
BGE junto con el empleo de CDs, se han aumentado
significativamente la resolucién, demostrando un efecto sinérgico,
cuando se afiaden conjuntamente estos dos tipos de selectores
quirales se mejora notablemente la separacidn enantiomerica. En
este sentido, se puede citar el estudio llevado a cabo por Zhang y col.
[190] en el que también se ve la mejora que tiene la adicién de AAlLs
en el BGE, en este caso conjuntamente con el glucopéptido
vancomicina que actia como selector quiral.
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1.7. Determinacion de filtros ultravioleta mediante
electroforesis capilar
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El objetivo principal de este apartado, es llevar a cabo una revisién
bibliografica de las publicaciones referentes al andlisis de los filtros
ultravioleta mediante CE, tomando especial atencién al modo de
separacion, técnicas de microextraccion, técnicas de
preconcentracion electroforética empleadas y sus respectivas
aplicaciones en muestras.

En la tabla 2, se muestra una recopilaciéon de los estudios mas
relevantes que se han publicado en la bibliografia desde 2002 hasta
2017 [116, 191-197], para la determinacion de filtros ultravioleta. Las
aplicaciones basadas en CE publicadas se basan en CZE [116,191]
MEKC [193-196] y MEEKC [196,197].

Tal como se puede observar en la tabla, la mayoria de las
aplicaciones que aparecen en ésta son para productos cosméticos.
En cuanto al tratamiento de muestra empleado en este tipo de
matrices, ha sido fundamentalmente una DLLME [192] y dilucién con
disolvente orgéanico [193,195-197]. En las aplicaciones centradas en
la determinacién de estos compuestos en muestras en aguas se
utilizé principalmente la off-line SPE, con diferentes sorbentes, como
Oasis MCX [116] y Strata X [191].

Maijo y col. [116] desarrollaron un método para la determinacion de
filtros ultravioleta en muestras de aguas ambientales, basado en el
acoplamiento in-line SPE-CE con deteccion MS empleando Ia
ionizacion por electrospray (ESI). Como modo de separacion fue
empleada la CZE. En este trabajo se evaluaron comparativamente
distintos sorbentes poliméricos en el acoplamiento in-line SPE-CE,
concretamente Oasis HLB, Oasis MCX y Oasis MAX. El sorbente que
mostré el mejor rendimiento y se utilizé para validar la metodologia
in-line SPE-CE-ESI-MS fue Oasis MCX, ya que este sorbente presentd
las mejores recuperaciones en la extraccién para los compuestos
estudiados. Este hecho se puede explicar debido a que la retencién
polar e hidrofébica se vié aumentada para éste comparado con los
demas sorbentes evaluados.
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Habitualmente estos analitos se encuentran a bajos niveles de
concentracion en muestras ambientales, por lo tanto, para su
determinacioén, las muestras fueron tratadas previamente mediante
una off-line SPE. Los LODs alcanzados para las muestras estandar
estaban en el rango entre 0.01-0.05 ng/mL con bueno valores en la
reproducibilidad y se obtuvieron factores de preconcentracién entre
3400y 34000.

Purra y col. [191] también utilizan el modo de separacion CZE para la
determinacién de filtros ultravioleta en muestras de agua de rio,
agua del grifo y agua mineral. En este caso, se empled también
previamente una off-line SPE con un sorbente de tipo polimérico
Strata X consiguiendo de esta manera eliminar el exceso de sales que
pueden estar disueltas en la muestra, ya que para el empleo de la
técnica FASI es necesario tener la muestras con una baja
conductividad vy, por lo tanto, es un handicap importante a tener en
cuenta. Con esta metodologia se obtuvieron factores de
preconcentracion de hasta 6500 y LODs de 0.06-0.6 ng/mL en
muestras de rio.

El modo de separacion MEKC ha sido también ampliamente utilizado
[196-200] y las técnicas de preconcentracién electroforéticas
empleadas han sido las de sweeping [194-197], analyte focusing by
micelle collapse-MEKC (AFMC-MEKC) [195] y FASI [191].

Ma vy col. [192] utilizaron el modo de separacion MEKC usando por
primera vez la DLLME con dos tipos de disolvente dispersante
diferentes (ACN vy tritdn x-114) conjuntamente con el liquido idnico
1-butil-3-metilimidazol hexafluorofosfato para el analisis de filtros
ultravioleta en muestras de <crema solar. Los resultados
experimentales indicaron que usando los dos tipos de disolventes
dispersantes conjuntamente (disolvente organico y tensioactivo no
idnico) se obtuvo una mayor eficiencia de extraccion comparando si
los utilizamos por separado. Los factores de preconcentraciéon en
este caso fueron de 25.3-40.5 y los LODs de 3.9-6.7 pug/mL.
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Wu y col. [193] también para el andlisis de filtros ultravioleta de
cremas solares combinaron por primera vez MEKC con la técnica
cloud point extraction (CPE), usando el surfactante triton x-114. Esta
técnica consiste en la adicion de un tensioactivo a una solucion
acuosa para que se vuelva turbia, de tal manera que se formen dos
fases separadas. Con esta estrategia se obtuvieron recuperaciones
de entre 89.5y 102.5%, y factores de enriquecimiento de 20.

El modo de separacién MEEKC también ha sido utilizado para el
analisis de los filtros ultravioleta [196,197]. Como bien es conocido,
el empleo de SDS como surfactante es una practica habitual en esta
modalidad de separacion. También se usaron solventes organicos
anadidos al BGE para mejorar la separaciéon en MEEKC, como acetato
de etilo (EA) y 1-butanol [196], y n-octano, 2-propanol y 1-butanol
[197].



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
ESTRATEGIAS DE PRECONCENTRACION COMBINADAS IN-LINE CON LA ELECTROFORESIS CAPILAR
Alejandro Garcia Vazquez

1.8. Determinacion de catinonas sintéticas mediante
electroforesis capilar
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Hasta la fecha no existe mucha informacidon disponible en la
bibliografia de la determinacidn de catinonas mediante la CE, ya que
este tipo de compuestos son sustancias que han aparecido
recientemente. Ademas, tal como se ha comentado en el apartado
1.3, comparado con otras drogas de abuso, todavia son pocos los
estudios clinicos que se han llevado a cabo. No obstante, se han
publicado algunos trabajos sobre la separacion y determinacién de
las catinonas sintéticas mediante CE, principalmente en estandares.
En este apartado se realizara una discusion de los diferentes estudios
gue se pueden encontrar en la bibliografia, haciendo especial énfasis
al modo de separaciéon y condiciones electroforéticas, tipo de
muestra, tratamiento de muestra y LODs que se han obtenido. En la
tabla 3 se recogen los trabajos mas relevantes centrados en estos
compuestos [117, 198-203]. En los ultimos afios, la mayoria de las
aplicaciones publicadas para la determinacién de catinonas
sintéticas, se han basado en el uso de CZE como modo de separacion
[117, 198-202], aunque también hay alguna publicacion en la que se
ha utilizado MEKC [203].

La separacién quiral para estos compuestos es importante, debido a
gue una misma sustancia puede poseer dos diferentes especies
enantioméricas, y cada una de ellas puede tener propiedades
diferentes. En este sentido, una especie enantiomérica puede
contener el principio activo de la sustancia y la otra especie ser
totalmente inocua. Para la realizar la separaciéon quiral de estos
compuestos, las CDs han sido ampliamente empleadas
proporcionando una mejora en la separacion cuando son afiadidas al
BGE [117, 198-203]. En los diferentes trabajos publicados se han
utilizados diferentes tipos de CDs, como la B-CD [117, 200], HP-B-CD
[198], HS-y-CD [199, 200] y S-B-CD [201, 202]. Las CDs son moléculas
de elevado peso molecular que debido a su estructura facilitan que
se forme el complejo CD-enantiémero, posibilitando la separacion
quiral. Las diferencias entre los diferentes tipos de ciclodextrinas son
basicamente el diametro del orificio en su estructura, que es
precisamente donde se produce en acoplamiento CD-enantidmero.
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En la tabla mostrada anteriormente, se puede observar que la
mayoria de las aplicaciones en CE para el andlisis de catinonas
sintéticas fue realizada en estandares [198-202], aunque en algunos
casos las metodologias han sido aplicadas para el analisis de matrices
bioldgicas [117, 203], concretamente cabello [117] y orina [203].

Recientemente, Baciu y col. [117] desarrollaron un método para la
determinacién enantiomérica de catinonas sintéticas en muestras de
cabello, utilizando la CZE como modo de separacion. Se estudiaron
diferentes tipos de CDs y finalmente se selecciond la B-CD ya que
proporciond una mejor resolucion enantiomérica entre todos los
analitos. Como estrategia de preconcentracién se utilizo la in-line SPE
con Oasis HLB como sorbente de extraccion. En este trabajo, dedido
a la complejidad de la muestra y como alternativa a la digestion
acida, se empled la técnica de extraccién de liquidos presurizados
(PLE) para el pretratamiento de la muestra. Con esta metodologia se
obtuvieron LODs de 0.02-0.10 ng/mL.

Merola y col. [200] desarrollan un método de separacion quiral para
12 catinonas sintéticas mediante deteccion UV/Vis y MS. En el primer
caso se utilizd un BGE que contenia B-CD en una solucién de fosfato
mientras que para la deteccion por MS se empled HS-y-CD debido a
gue habia presentado en estudios anteriores buena compatibilidad
con la deteccion MS, minimizando la contaminacién de la fuente de
ionizacion del espectrémetro de masas. Con esta estrategia se
consiguieron LODs de 1.0-11 ng/mL.

Svidrnoch y col. [203] emplearon el modo de separacién MEKC
utilizando acido perfluorooctanico (PFOA) afadido a un BGE de
hidréxido de amonio, ademds de los modificadores organicos (ACN,
MeOH, 1-propanol, 2-propanol) para mejorar la separacion. Se aplicé
esta metodologia para la determinacién de 16 catinonas previo
pretratamiento mediante off-line SPE en muestras de orina,
obteniéndose LODS entre 10-78 ng/mL.
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El principal objetivo de la presente Tesis Doctoral es el desarrollo de
diferentes métodos analiticos basados en el uso de la electroforesis
capilar en combinacidon in-line con diferentes estrategias de
preconcentracidon para la determinacion de diferentes grupos de
compuestos organicos emergentes. Se evaluaran diferentes
estrategias de preconcentracion, tales como técnicas de
microextraccion y técnicas de preconcentracién electroforéticas.

Para conseguir este objetivo principal se han planteado los siguientes
objetivos concretos:

- Desarrollar una metodologia basada en el acoplamiento in-line-
SDME-CE para la determinacion de antiinflamatorios en orina
humana.

- Desarrollar un método in-line SPE-CE para la determinacién de
catinonas sintéticas en orina humana.

- Desarrollar un método para la determinacién de filtros
ultravioleta a bajos niveles de concentracién. Para conseguirlo, se
evaluard la técnica de preconcetracion electroforética PAEKI en la
determinacion de muestras de orina humana y muestras de
crema solar.
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3. PARTE EXPERIMENTAL, RESULTADOS y
DISCUSION
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En este capitulo se incluye la parte experimental, asi como los
principales resultados y su discusion de los diferentes estudios que
se han llevado a cabo en la presente Tesis Doctoral. En estos estudios
se han desarrollado diferentes métodos analiticos basados en la CE
qgue involucran el uso de distintas técnicas de preconcentracion
electroforéticas o técnicas de microextraccidon acopladas in-line con
el objetico de incrementar la limitada sensibilidad de la CE. Los
resultados de uno de estos estudios han sido publicados en la revista
cientifica internacional “Electrophoresis” (Electrophoresis, 37 (2016)
274-281) y los demas son estudios que dardn pie a futuros trabajos y
sus respectivas publicaciones. Cada estudio se muestra en una
seccion de este capitulo, que comenzara con una breve introducciéon
para centrar al lector en el contexto de la investigacién vy
seguidamente se comentan las condiciones experimentales vy
finalmente se muestran los resultados mas relevantes obtenidos, asi
como la discusion de los mismos.

En el primer estudio, se desarrollé6 un método para la determinacién
de AINEs en muestras de orina, utilizando la técnica single drop
microextraction (SDME) en 3 fases acoplada in-line a la CE. El método
fue validado con muestras de orina y posteriormente la aplicabilidad
de la metodologia desarrollada fue demostrada para el analisis de
muestras procedentes de pacientes que estaban siguiendo
tratamiento médico con un tipo de AINE, concretamente ibuprofeno.

El segundo estudio se centrd en el uso la técnica de SPE combinada
in-line con la CE para la determinacién de catinonas en muestras de
orina, usando como sorbente de extraccion un sorbente polimérico,
concretamente Oasis HLB. Cabe destacar, que debido al caracter
enantiomérico de estos compuestos también se realizd la separacion
enantiomerica de los compuestos estudiados mediante la adicién al
BGE de ciclodextrinas como selectores quirales.

El tercer estudio se centré en la evaluacion de una técnica de
preconcentracion electroforética, en concreto, pressure assisted
electrokinetic injection (PAEKI) para la determinacion de filtros
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ultravioleta. Este método fue validado en muestras patron vy
posteriormente aplicado a muestras de orina y a muestras de crema
de proteccién solar. Previamente a estas aplicaciones se realizd un
pretratamiento para el lavado en cada tipo de muestra.

Todos los estudios mencionados en la presente Tesis Doctoral han
estado financiados por el Ministerio de Economia y Competitividad,
proyecto CTQ2014-52617.
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3.1. Single-drop microextraction (SDME) acoplada a la
electroforesis capilar para la determinacién de AINEs en
muestras de orina
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Como se ha comentado en el capitulo 1, los AINEs son un grupo de
compuestos farmacéuticos que, debido a sus propiedades como
analgésicos, antipiréticos y antiinflamatorios son frecuentemente
utilizados. Estos farmacos son los medicamentos mads prescritos en el
mundo [1], y como ejemplo de su consumo, en 2009 la prescripcidn
de estos medicamentos representd un mercado de 9 billones de
ddlares en los Estados Unidos [2]. Aunque los AINEs se utilizan
habitualmente y se cree que son totalmente seguros para la salud, su
abuso crénico o una sobredosis aguda puede causar efectos
secundarios graves, como problemas gastrointestinales, anemia,
insuficiencia renal y/o hepatica [3, 4]. Por esta razén, en los ultimos
afios se ha prestado especial atencidn en controlar estos compuestos
en los individuos que estan bajo su tratamiento. Los AINEs han sido
estudiados en diferentes tipos de muestras bioldgicas, de las cuales
la orina y la sangre han sido las matrices mads analizadas [5-7].

La orina como matriz de analisis tiene la ventaja que es facil de
obtener y su volumen no es limitado [8]. De todos modos, es una
matriz compleja desde el punto de vista de la quimica analitica, por
lo tanto, su tratamiento es una etapa crucial del procedimiento
analitico.

En los ultimos afios, se han empleado diferentes estrategias de
tratamiento de muestra basadas en la LLE o SPE en combinacion con
LC, GC y CE para la determinacién de AINEs en muestras de orina [9-
11]. No obstante, el uso de las técnicas convencionales de extraccién
tiene la desventaja del elevado consumo de solventes organicos. Por
ello, en los en los ultimos anos existe una tendencia a simplificar,
miniaturizar, facilitar de manipulacién y reducir el volumen de los
solventes organicos y de las muestras. El empleo de la LPME ha
tenido un papel importante en este sentido [12-14].

El estudio que se presenta en esta Tesis Doctoral se centra en el
empleo de la técnica de microextraccién SDME en su combinacion in-
line con la CE. Cabe sefialar, que la metodologia desarrollada no ha
sido empleada con anterioridad para la determinaciéon de AINEs en
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muestras bioldgicas. La SDME se basa en la distribuciéon de los
analitos entre una gota de un solvente de extraccion (fase aceptora)
y una fase acuosa que contiene los analitos (fase dadora). En la
bibliografia estan discutidas diferentes aplicaciones basadas en el
uso de este acoplamiento donde se muestran resultados muy
alentadores en los que se obtuvieron elevados factores de
preconcentracion [15,16]. Teniendo en cuenta estos resultados, el
objetivo principal de nuestro estudio ha sido explorar el
acoplamiento in-line de la SDME en 3 fases con la CE, evaluando los
diferentes parametros que pueden influir en el proceso de
extraccion, proceso de lavado y preconcentracién para extraer los
AINEs de una matriz biolégica compleja como es la orina y su
posterior aplicacidon del método para la determinacidon de un grupo
de AINEs de muestras de orina de pacientes que estaban bajo
tratamiento médico.

3.1.1 Materiales y métodos

Reactivos v soluciones

Todos los reactivos empleados fueron de grado analitico. El agua
utilizada en la preparacion de las soluciones se purificd mediante un
sistema Milli-Q Veolia Waters (Sant Cugat del Vallés, Barcelona,
Espafia). Los estandares de los AINEs: ibuprofeno, naproxeno,
diclofenaco sddico, ketoprofeno y el tetraborato sédico (Na2B40O7)
fueron adquiridos a Sigma-Aldrich (Madrid, Espafia). El proveedor del
hidréxido de sodio fue Panreac (Barcelona, Espafia) y el acetato de
etilo, octanol, diclorometano (DCM), tolueno y metanol fueron
adquiridos a Merck (Darmstadt, Alemania).

Las soluciones de los estandares individuales de ibuprofeno,
naproxeno, diclofenaco sddico y ketoprofeno fueron preparadas en
metanol a una concentracion de 1000 mg/L y el diclofenaco sddico
en una solucidon de metanol-agua (80:20) v/v, y todas ellas fueron
almacenadas a -20°C. Semanalmente se prepard una solucidon que
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contenia todos los estandares a una concentracién de 10 mg/L por
dilucién de las soluciones estandar de 1000 mg/L en agua Milli-Q y
almacenadas a 4°C. Las soluciones a bajas concentraciones se
prepararon diariamente mediante dilucién en agua Milli-Q.

Instrumentacion

La instrumentacion empleada para la separacion electroforética fue
un instrumento 3D CE de Agilent Technologies (Waldbronn,
Alemania) equipado con un detector de diodos en linea (DAD). Se
uso6 un capilar de silice, adquirido a Polymicro Technologies (Phoenix,
AZ, Estados Unidos) con unas dimensiones de 60 cm de largo (52 cm
de longitud efectiva), diametro interno de 50 um y un didmetro
externo de 360 um. Los capilares fueron cortados a la longitud
deseada con un cortador cerdmico de Agilent Technologies
(Waldbronn, Alemania). Para verificar que los cortes fueron
realizados correctamente, ya que esto puede afectar la estabilidad
de la gota, se utilizé un microscopio Nikon SE (Amstelveen, Holanda).
El tratamiento de los datos se realiz6 mediante el software
ChemStation B.04.03. Para medir el pH fue empleado un pH- metro
Basic 20 Crison (Barcelona, Espafia) y para el pretratamiento de las
muestras de orina fue empleada una centrifuga Hettich Zentrifugen
(Tuttlingen, Alemania).

Condiciones de la CE

Para la separacién mediante CE fue empleado como BGE una
solucion 40 mM de NaBsO7 (pH 9.2) que se prepard disolviendo la
cantidad apropiada de tetraborato de sodio anhidro en agua Milli-Q,
se sonicd durante 5 minutos y se filtrd con un filtro de PTFE
adquirido a Linealab (Barcelona, Espafia).

Antes del primer uso, el capilar fue acondicionando haciendo pasar a
través de él una solucién de NaOH 1 M aplicando una presién de 930
mbar durante 40 minutos y agua Milli-Q durante 10 minutos. Cada
dia, el capilar fue acondicionado haciendo pasar 5 minutos de NaOH


https://en.wikipedia.org/wiki/Amstelveen
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1 M, 5 minutos de agua Milli-Q y 10 minutos de BGE. Entre
experimentos, el capilar fue acondicionado haciendo pasar durante 2
minutos una solucién de NaOH 1 M, 2 minutos de agua Milli-Q y 5
minutos de BGE. Las inyecciones se realizaron hidrodindmicamente
aplicando una presién de 50 mbar durante 3 segundos sobre el vial
inlet. La polaridad empleada para la separacion fue de +20 kV y la
longitud de onda seleccionada para la deteccidon fue de 214 nm.
Todos los experimentos fueron realizados a una temperatura del
compartimento del capilar de 25°C.

El procedimiento de in-line SDME-CE seguido se muestra en la Figura
25. Antes del proceso de extracciéon, 400 uL de muestra a pH 2 (fase
dadora) ajustada con HCI 0.1 M, se mezclé con el vortex en un vial de
CE durante 5 segundos con 300 uL de acetato de etilo (fase organica)
de manera off-line (A). Posteriormente, se introdujo el BGE en el
capilar y una vez que esta lleno, se introdujo la fase aceptora (NaOH
0.001 M) mediante una inyeccion hidrodindmica a 50 mbar durante
420 segundos desde el vial inlet hasta el outlet (B). Después, el vial de
la fase aceptora fue reemplazado por el vial de la muestra con la fase
organica, y se aplicd una presién en sentido opuesto (-50 mbar)
durante 400 segundos sobre el vial inlet para la formacion de la gota
de fase aceptora (NaOH 0.001 M) dentro de la fase organica de
acetato de etilo (C). En esta etapa, es crucial que el extremo del
capilar inlet se mantenga inmerso en la fase orgdnica. En este punto,
se realizd la trasferencia de los analitos durante 10 minutos (D), y
posteriormente, el extracto enriquecido fue inyectado
hidrodindmicamente a 50 mbar durante 3 segundos (E). Finalmente,
se reemplazé el vial de la muestra por el vial con BGE y aplicando un
voltaje de 20 kV se realizo la separacién (F).
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Figura 25. Diagrama del procedimiento in-line SDME-CE en la modalidad de 3 fases

Toma de muestra y almacenamiento

Las muestras de orina fueron recolectadas de voluntarios adultos
sanos entre el personal del laboratorio y de pacientes que estaban
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bajo tratamiento con ibuprofeno durante el periodo de tiempo de
este estudio. Los voluntarios fueron informados de todo el
procedimiento y firmaron un documento de consentimiento. Las
muestras fueron almacenadas en tubos de polipropileno a -20 °C.

Preparacion de las muestras de orina

Antes de proceder al andlisis de las muestras éstas se descongelaron
a temperatura ambiente y posteriormente se llevd a cabo la
centrifugacién de las mismas a 9000 rpm durante 10 minutos.
Después, el sobrenadante fue filtrado a través de un filtro de nylon
de 0.22 um (Linealab, Barcelona), y las muestras fueron diluidas 1/10
en agua Milli-Q ajustadas con HCI 0.1 M a pH 2. Finalmente, se aplico
el procedimiento in-line SDME descrito anteriormente.

Validacién del método

Se realizé la calibracion mediante la preparacion de estandares a
partir de muestras blanco de orina diluidas 1/10 y enriquecidas con
la cantidad apropiada de una mezcla de AINEs a concentraciones
finales de 5, 20, 20, 50 y 100 pg/L. Para la obtencion de la recta cada
estandar fue preparado por triplicado.

Las recuperaciones relativas en las muestras de orina fueron
calculadas comparando el drea de los picos de los AINEs en muestras
blanco de orina enriquecidas con las mezclas de las soluciones
estandar frente a las dreas de los picos de las soluciones estandares
en agua Milli-Q a la misma concentracién. Concretamente, se
calcularon estas recuperaciones relativas a dos niveles de
concentracion, a 10 y 100 pg/mL. Los factores de preconcentracion
se calcularon comparando el drea de los picos de los compuestos
analizados mediante CZE frente al drea de los picos obtenidos
aplicando la metodologia in-line SDME-CE a la misma concentracion
(10 pg/mL). La repetitividad y reproducibilidad la define la
desviacién estandar relativa (RSD) en términos de area de pico, y fue
calculada a partir de muestras blanco de orina enriquecidos a dos
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niveles de concentracion distintos, a 5 y 50 pg/mL. La repetitividad se
realizd analizando 5 réplicas en el mismo dia y la reproducibilidad
realizando 5 réplicas de cada analisis durante 5 dias consecutivos.

3.1.2 Resultados vy discusidn

En la optimizacién de la separacién, se seleccioné un BGE constituido
por tetraborato sdédico anhidro en base a previos estudios para el
analisis de AINEs [17]. Para esta seleccion también se tuvo en cuenta
la compatibilidad del BGE con la fase aceptora de la SDME, para
hacer posible el acoplamiento in-line de las dos técnicas. En nuestro
caso, fue necesaria una fase aceptora alcalina para transferir los
analitos desde la fase organica (gota) hasta la fase aceptora. Por esta
razén, un BGE basico como el constituido por tetraborato sédico es
adecuado. Ademas, los analitos debido a que sus valores de pK;
estdn comprendidos entre 3 y 7, en estas condiciones se encuentran
en forma idnica, lo cual también es un requisito necesario para que
se pueda llevar a cabo su separacion electroforética mediante CZE.

Con el objetivo de conseguir una separacion dptima de los analitos,
se evaluod el efecto de la concentracion del BGE sobre la separacion.
Se examinaron diferentes concentraciones de tetraborato de sodio
anhidro entre 20 y 50 mM. A las diferentes concentraciones
estudiadas se obtuvieron buenos resultados en la separacién, no
obstante, se opté por una concentracion de 40 mM ya que con ésta
se obtuvd la mejor resolucién de los picos empleando un voltaje de
separacion de 20 kV. Bajo estas condiciones, el tiempo de analisis fue
de 12 minutos.

Con el fin de extraer los analitos, se optd por el empleo de la técnica
de microextraccién SDME debido a la posibilidad que ofrece extraer
los analitos y de realizar el lavado de la muestra de una manera
simple y automatizada cuando es combinada in-line con la CE.
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Para optimizar el procedimiento de extraccion mediante SDME, se
consideraron varios factores importantes que influyen en Ia
eficiencia de extraccién, como la naturaleza de la fase orgdnica, el pH
de la fase dadora y aceptora, el volumen de las 3 fases, el tiempo de
extraccion y el tiempo de inyeccion.

Las condiciones iniciales del proceso de SDME fueron las siguientes:
400 pL de una solucién estandar que contenia 10 pg/mL de cada
AINE ajustada a pH 4 con 0.1 M de HCI mezclada con 300 pL de fase
organica durante 5 segundos con un agitador voértex. La fase
aceptora (0.001 M NaOH) fue introducida dentro del capilar
mediante inyeccién hidrodindmica de 50 mbar durante 220 segundos
y posteriormente se formé la gota aplicando una presién negativa a
50 mbar durante 200 segundos. La gota se mantuvo durante 5
minutos y finalmente se inyectd la muestra a 50 mbar durante 3
segundos. La seleccién del volumen de la muestra se basd en
requerimientos instrumentales. Por una parte, el volumen debe de
ser lo mas grande posible para obtener los mayores factores de
preconcentraciéon y, por otro lado, el volumen de la fase organica que
se encuentra justo encima de la fase dadora debe de ser el suficiente
para que el extremo del capilar, que contiene la fase aceptora (gota),
guede totalmente inmerso en la fase organica.

Para analitos acidos, como es el caso de los AINEs, que presentan
unos valores de pK, de entre 4 y 7, el pH de la fase dadora
seleccionado fue de 4, en relacidon a los valores de pK; para facilitar la
distribucién de los analitos desde ésta a la fase organica. Por otra
parte, cabe que incrementando el pH de la fase acuosa aceptora, los
analitos extraidos desde la fase organica se ionizan y de este modo,
se evita que vuelvan a la fase orgdnica. Con respecto al pH de la fase
aceptora, éste debe asegurar la desprotonacion con un valor de pH
por encima de los valores de pK, de los analitos para proporcionar
una extraccién optima, por lo tanto, fue seleccionada una solucién
de NaOH 0.001 M (pH 11), de esta manera nos aseguramos que los
analitos estén en forma ionizada para garantizar la separacion
electroforética mediante CZE.
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En SDME, la correcta seleccion del solvente de extracciéon es una
decisién importante para obtener una buena selectividad y eficiencia
en la extraccion. Para llevar a cabo la SDME en 3 fases, el solvente de
extraccion debe de tener una buena afinidad con los analitos de
estudio, ser inmiscible en agua y tener una densidad mas baja que el
agua. En base a la bibliografia, se seleccionaron 4 solventes de
extraccion diferentes [16]. Concretamente, fueron evaluados los
siguientes solventes: octanol, tolueno, una mezcla de DCM/tolueno
(1:1) y acetato de etilo. Comparando entre estos solventes, el
acetato de etilo fue el que proporcioné mayor reproducibilidad en la
inyeccion de la muestra y estabilidad de la corriente durante el
proceso de separacién posterior, por lo tanto, se seleccioné para los
siguientes estudios.

Otro parametro relacionado con la fase organica es su volumen. La
relacion entre el volumen de ésta y de la muestra es un pardmetro
importante debido a que contribuye a tener una buena eficiencia en
la extraccidon y a permitir que el extremo del capilar se mantenga
sumergida en el centro de la fase organica. Debido a las pequeiias
dimensiones del vial de CE, para llevar a cabo el proceso
satisfactoriamente el volumen minimo de fase organica necesario es
de 300 pL. con la finalidad de asegurar la estabilidad de la gota y
facilitar el transporte de los analitos hacia la fase aceptora. El
volumen de la fase organica fue evaluado entre 300 y 500 pL en
intervalos de 50 pL. Los mejores resultados de area de los picos
analiticos estudiados se obtuvieron con un volumen de 300 plL, ya
gue a volumenes mas grandes la eficiencia de extraccidon es menor,
posiblemente debido a que produce un efecto de dilucidén en ésta y
los analitos que pasan finalmente a la fase aceptora son menos.

El pH es otro parametro importante a tener en cuenta. Para obtener
una buena eficiencia de extraccidén es necesario que el pH de la fase
dadora este por debajo del pK; de los analitos. Asi se asegura que se
encuentren en forma su neutra para que de este modo sean afines a
la fase orgdnica y se puedan extraer. Por lo tanto, se llevé a cabo el
estudio de pH en el rango de 2 a 4 a intervalos de 0.5, por adicién de



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
ESTRATEGIAS DE PRECONCENTRACION COMBINADAS IN-LINE CON LA ELECTROFORESIS CAPILAR
Alejandro Garcia Vazquez

140 | Parte experimental, resultados y discusidn

HCl 0.1 M. En los resultados obtenidos no se observaron diferencias
significativas para el intervalo de pH evaluado. Finalmente, se
seleccioné pH 2, un valor por debajo del pK, de los analitos para
asegurarse que los analitos se mantengan en forma neutra.

En el proceso in-line SDME, la formacién de la gota es una etapa
crucial. Al inicio, se introduce la fase aceptora (NaOH 0.001 M) en el
extremo inlet de capilar que posteriormente tras aplicaciéon de una
presidon negativa se forma la gota que es sumergida en la fase
organica. Teniendo en cuenta esto, se han considerado algunos
pardmetros importantes como el tiempo y presién de la inyeccién de
la fase aceptora, ademas del tiempo y presidn negativa para la
formacion de la gota. Generalmente, el uso de una gota de mayores
dimensiones puede incrementar la respuesta, por otro lado, las gotas
grandes son mas inestables y en ellas se produce la dilucién de los
analitos extraidos. En este sentido, se evaluaron diferentes presiones
a 25 y 50 mbar para la inyeccién de la fase aceptora y para la
inyeccion mediante presién negativa para la formacién de la gota.
Previamente, se observd que se requerian 20 segundos mas en la
etapa de la inyeccion de la fase aceptora que en la etapa de la
formacidn de la gota para evitar la inestabilidad de la gota. Aplicando
220/200 segundos (tiempo de inyeccidn de la fase aceptora/tiempo
de presiéon negativa para la formacion de la gota) a 50 mbar vy
420/400 segundos a 25 mbar, no se observaron diferencias
significativas en la estabilidad de la gota, por lo tanto, se selecciond
50 mbar debido a que con estas condiciones el tiempo empleado es
menor. Posteriormente, fueron estudiados los valores desde 220 a
620 segundos, y desde 200 a 220 segundos para la inyeccién de la
fase aceptora y presidon negativa para la formacién de la gota,
respectivamente. En los resultados obtenidos, se observéd que la
sefial era directamente proporcional al tiempo hasta 420/400
segundos, pero a tiempos mayores la sefal disminuia. Este
fendmeno se muestra en la figura 26, y puede ser explicado por el
hecho de que a tiempos mayores de 420/400 segundos, la extraccion
de lo analitos alcanza su maximo valor en este punto y a tiempos de
formacién de la gota mayores se produce un efecto de dilucién que
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reduce la eficiencia de la extraccién. Bajo las condiciones éptimas de
formacién de la gota (400 segundos, 50 mbar), se realizd6 una
estimacion del tamafio de la gota mediante la ecuacion de Poiseuille
siendo esta de 510 pL.

300

250

200
B Ketoprofeno

150 -
B Diclofenaco
Ibuprofeno

100 -
B Naproxeno

50 A

o FEEEITEN ENSSIUES SEENIOEN 2 eEmoTEs  Seamoves
200 300 400 500 600

tiempo presion negativa (segundos)

Area (mAU)

Figura 26. Efecto del tiempo de inyeccién de la presidn negativa (50 mbar) de la
formacién de la gota sobre la eficiencia de extraccion. Condiciones de extraccion;
400 pL de muestra de AINEs a 10 pg/mL a pH 2, mezclada con 350 pL de fase
organica de acetato de etilo en el vértex durante 5 segundos; fase aceptora de
NaOH 0.001 M; tiempo de extraccidn 5 minutos; inyeccidon a 50 mbar durante 3
segundos; y voltaje de separacion a 20 kV.

También se estudid el tiempo de extraccién. Se evaluaron los
tiempos entre 5 hasta 20 minutos en intervalos de 5 minutos. En la
figura 27, se observa que la eficiencia de la extraccién incrementa
con el tiempo de extraccidon hasta los 15 minutos. Después de este
tiempo, la eficiencia disminuye principalmente en el caso del
naproxeno, debido a la disolucion de la gota en las fases dadora y
aceptora. Teniendo en cuenta este efecto junto a la consideracion de
la reproducibilidad referente a la estabilidad de la gota, finalmente
se optd por 10 minutos como un compromiso entre eficiencia de
extraccién y reproducibilidad.



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
ESTRATEGIAS DE PRECONCENTRACION COMBINADAS IN-LINE CON LA ELECTROFORESIS CAPILAR
Alejandro Garcia Vazquez

142 | Parte experimental, resultados y discusidn

70
60
50
2 40
£ =& Ketoprofeno
©
E 30 == Diclofenaco
Ibuprofeno
20 =>&=Naproxeno
10

Tiempo de extraccion (minutos)

Figura 27. Efecto del tiempo extraccidn sobre la eficiencia de extraccion. Las
condiciones experimentales se muestran en la figura 26, excepto el tiempo de
inyeccién de la fase aceptora y tiempo de formacion de la gota, 420 segundos a 50
mbar y 400 segundos a -50mbar, respectivamente. Concentracion de 2 pg/mL para
cada AINE.

Las condiciones 6ptimas finalmente fueron un volumen de muestra
de 400 pl pH 2 mezclada durante 2 minutos con 350 pl de acetato de
etilo como fase organica. Una inyeccién de 420 segundos a 50 mbary
400 segundos a -50 mbar para la formacidn de la gota.

Para la validacion del estudio y demostrar la aplicabilidad del método
desarrollado in-line SDME-CE se tomaron muestras de voluntarios
sanos de nuestro laboratorio y se llevé a cabo el tratamiento de
muestra que se describe en la seccién 3.1.1. En la figura 28A se
muestra un electroferograma de un blanco de orina obtenido con el
método in-line SDME-CE optimizado. En la figura 28B se muestra un
electroferograma de una muestra de orina enriquecida a una
concentracion de 10 pg/mL. También se observan algunos picos
interferentes, pero es importante sefialar que no afectaron al andlisis
de los AINEs, por lo que podemos resaltar que el método propuesto
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es una estrategia efectiva que permite una limpieza de la muestra
con un tratamiento de muestra simple, que solo requiere como
etapas previas la centrifugacion y acidificaciéon de la muestra de
orina.

2 4 6 8 10 min
Figura 28. Electroferograma de un blanco de muestra de orina (A) y
electroferograma de muestra de orina fortificada a una concentracién de 10
pg/mL. (1) ketoprofeno, (2) diclofenaco, (3) ibuprofeno, (4) naproxeno. Las
condiciones son las mismas que muestra la figura 27, con un tiempo de extraccion
de 10 minutos.

En la tabla 4 se muestran los intervalos de linealidad, los LODs y los
factores de preconcentracion que se obtuvieron. Los LODs se
calcularon reduciendo la concentraciéon de la mezcla de analitos
hasta el punto en que la altura del pico de un analito es igual a 3
veces la altura del ruido de fondo (coeficiente entre sefial del analito
y sefal del ruido de fondo igual a 3). Los factores de
preconcentracion obtenidos fueron de 12 para el ibuprofeno y 44
para el naproxeno. Estos valores no fueron muy elevados, no
obstante, posibilitaron la deteccién en la orina en un intervalo de
concentracion adecuada para el analisis de los compuestos
estudiados. En cuanto a los valores de %RSD para la reproducibilidad,
a pesar de los altos valores obtenidos, éstos son similares a los
reportados por otros autores que emplearon in-line SDME-CE para la
limpieza y preconcentracidon de muestra [18,19].
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Tabla 4. Datos de validacion del método propuesto para la determinacion de AINEs
en muestras de orina

ketoprofeno | diclofenaco ibuprofeno | naproxeno
Intervalo de
linealidad (ng/mL) 5-100 25-500 25-500 25-500
Ecuacion de y =6.7957x y =4.877x y =6.9609x | y=26.349x
calibracién @ +0.0081 +4.2607 +3.8888 +4.7594
Coeficiente de 0,9956 0,9451 0,9792 0,9868
correlacion (r?)
LOD (ng/mL) 2.0 2.0 2.5 1.0
Repetitividad
(% RSD; n=5) 50 pg/ml 9.8 9.5 11.8 8.7
5 pg/ml 8.5 15.3 12.9 9.3
Reproducibilidad
| 19.2 10. 14.1 7
(% RSD; n=5) 50 pg/m 9 0.5 6
5 pg/ml 8.3 18.5 20.2 8.7
Factores de 27 14 12 44
preconcentracion

a) y; valor de drea del pico (mAU por segundo); x; concentracidn (ng/mL)

La tabla 5 muestra los diferentes valores de las recuperaciones
relativas obtenidos a 10 y 100 pg/mL para los AINEs estudiados. Se
puede observar, que los valores estan por encima de 82%. También
se observd que a concentraciones de 100 pg/mL se obtuvieron
mayores valores que a 10 pg/mL.

Tabla 5. Recuperaciones relativas realizadas en muestras blanco de orina
enriquecida con los analitos a 2 niveles de concentracion

Recuperaciones relativas (%)

ketoprofeno | diclofenaco | ibuprofeno | naproxeno
10 pg/mL 82 94 86 98
100 pg/mL 89 99 91 115
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En método se aplicé al analisis de un paciente que se encontraba
bajo prescripciéon médica de ibuprofeno con una dosis de 600 mg
(1800 mg/dia). La muestra fue recogida 5 horas después de la ultima
toma de ibuprofeno. En la figura 29, se muestra el correspondiente
electroferograma donde se confirma la presencia de ibuprofeno por
comparacion con los tiempos de migracion obtenidos. Ademas, se
confirmé identificacién afiadiendo un estdndar de ibuprofeno. La
concentracion fue calculada mediante calibraciéon por adiciones
estandar debido a la presencia de interferencias en el
electroferograma en la zona del analito estudiado. El valor obtenido
fue de 14.7, siendo este valor comparable con los valores de
farmacocinética y de vida media de los AINEs [20].

mAU

| .

(U ™ Jot

0 2 4 6 8 10 min

Figura 29. Electroferograma de una muestra de orina obtenida de un paciente bajo
tratamiento con ibuprofeno. Las condiciones experimentales son las mismas que
se muestran en la figura 28.
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3.2. In-line SPE como técnica de preconcentracion para la
determinacion de catinonas mediante electroforesis capilar
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Como hemos comentado en la introduccion, la determinacion de
catinonas en diferentes tipos de muestras bioldgicas, como la orina,
el cabello o el plasma sanguineo, es importante para la realizacién de
estudios farmacocinéticos, asi como para estudiar sus efectos y su
toxicidad. Por este motivo en los ultimos afos se han desarrollado
diferentes métodos analiticos para la determinacion de este tipo de
compuestos en muestras clinicas y forenses para llevar a cabo su
determinacién [1-4]. Las catinonas son sustancias quirales, por lo
tanto, también se debe tener en cuenta la naturaleza quiral de estos
compuestos, ya que los efectos de cada enantidmero pueden ser
diferentes [5]. Ademds, en matrices bioldgicas como la orina estos
compuestos se encuentran a bajos niveles de concentracion. Por
todo ello, es necesario llevar el empleo de estrategias de
preconcetracién para llevar a cabo su determinacion.

La CE es una técnica que se ha aplicado con éxito para la separacién y
determinacion de estas sustancias tal como se ha comentado en el
apartado 1.8. Estas separaciones se realizan generalmente utilizando
el método de separacion CZE o MEKC. Con el fin de conseguir la
separacion enantiomérica de estos compuestos mediante CE, una
practica extendida es el uso de ciclodextrinas (CDs) como selector
quiral, ya que con la simple adicién de éstas al BGE se obtienen
buenos resultados en la separacién [2, 6-8].

Para solventar el problema de la sensibilidad de CE y al mismo
tiempo poder obtener LODs bajos, se han desarrollado diferentes
estrategias. En este trabajo, se selecciond la in-line SPE para la
determinacion y preconcentracién de las catinonas en muestras de
orina.

En la bibliografia se pueden encontrar pocos trabajos en los que se
ha empleado la CE para la determinacion de catinonas en muestras
bioldgicas. No obstante, Svidrnoch y col. [9] desarrollaron un método
basado en MEKC para la determinacién de 16 catinonas en muestras
de orina empleando la SPE como tratamiento previo de muestra y
recientemente, Baciu y col. [2] desarrollaron una metodologia
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basada en in-line SPE-CE para la determinacion enantiomerica de la
mefedrona y la MDPV en muestras de cabello.

En el acoplamiento in-line SPE-CE la preconcentracién y la separacién
electroforética se lleva cabo en el mismo capilar de separacién. Es
por eso que el acoplamiento in-line SPE-CE puede resultar un gran
beneficio en forma de tiempo y ahorro de uso de disolventes
comparandolo con la SPE off-line convencional. Ademas, la cantidad
de sorbente necesario para la fabricacién de un SPE in-line es muy
pequena.

El objetivo principal de este trabajo es desarrollar un método in-line
SPE mediante CE para la determinacion de catinonas sintéticas en
orina humana. Hasta la fecha no se tiene constancia de que la CE
haya sido empleada para la determinacién de catinonas en orina.

Los compuestos seleccionados fueron la a-pirrolidinopentiofenona
(a-PVP), la 2-(metilamino)-1-fenil-1-pentanona (pentadrona), la 3,4-
dimetilmetacatinona (DMMC) y la 3,4-metilenedioxipirovelerona
(MDPV), debido a que es de interés el desarrollo de métodos
analiticos para su identificaciéon en muestras bioldgicas, ya que son
relativamente nuevas y tienen efectos nocivos para el ser humano.

En este estudio se lleva a cabo la optimizacién de las condiciones que
influyen en la eficacia, tiempo de andlisis y selectividad del método.
También se emplearon diferentes tipos de ciclodextrinas (CDs) para
alcanzar una separacién enantiomérica efectiva. Posteriormente, se
estudid el acoplamiento in-line SPE, asi como los diferentes
pardmetros que influyen en el proceso de preconcentracion.
Finalmente, se propuso la metodologia in-line SPE-CE para el analisis
de las catinonas estudiadas en muestras de orina humana.
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3.3.1 Materiales y métodos

Reactivos vy soluciones

Todos los reactivos empleados fueron de grado analitico. El MeOH
fue suministrado por VWR International Eurolab S.L. (Barcelona). Las
catinonas a-PVP, MDPV, DMMC y pentadrona se adquirieron a LGC
Standards (Barcelona, Espaiia).

El hidréxido sodico (NaOH) 97%, dacido férmico 98%, acido
hidroclorico 37%, acido fosférico 85%, acetato de etilo (EA),
dimetilsulféxido (DMSO), hexano vy las ciclodextrinas a-CD 98%, 3-CD
97%, y-CD 98% se adquirieron a Sigma-Aldrich (Madrid, Espaiia). El
agua Milli-Q utilizada en la preparacién de las soluciones se obtuvo a
partir de un sistema de purificacién Veolia Waters (Barcelona,
Espaina). Los cartuchos de Oasis HLB (tamafio de particula de 60 um)
fueron suministrados por Waters (Milford, MA, Estados Unidos).

Las soluciones estdndar para cada compuesto estudiado se
prepararon a 1000 pug/mL en metanol y se almacenaron a -20°C. Las
soluciones estandar trabajo de los cuatro compuestos fueron
preparadas semanalmente a una concentraciéon de 100 pg/mL en
MeOH. Las soluciones patrén de trabajo a concentraciones bajas se
prepararon diariamente diluyendo voliumenes apropiados de las
soluciones estdndar con agua Milli-Q y fueron almacenadas a la
temperatura de 4°C. La solucién de BGE se prepard diariamente y se
filtré antes de su uso.

Instrumentacion

La instrumentacién utilizada para la separacidon electroforética se
realizd en un sistema 7100 CE Agilent Technologies (Waldbronn,
Alemania) equipado con un detector ultravioleta de diodos en linea
(DAD). Para el procesamiento de datos, se utilizd el software Agilent
3D Chemstation. Los capilares de silice utilizados con unas
dimensiones de 50 y 150 pm de diametro interno y 360 de diametro
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externo, fueron comprados a Polymicro Technologies (Phoenix, AZ,
Estados Unidos). Los capilares fueron cortados con una pieza
ceramica (Agilent Technologies, Waldbronn, Alemania) y con la
ayuda de un microscopio 6ptico binocular Nikon Modelo SE
(Amstelveen, Holanda). Todas las medidas de pH se realizaron con un
pHmetro de laboratorio Basic 20+ Crison (Barcelona, Espaifa) y para
el pretratamiento de las muestras fue empleada una centrifuga
Hettich Zentrifugen (Tuttlingen, Alemania).

Condiciones de la CE

La separacion mediante CE se realizd6 en un capilar de 80 cm de
longitud (72.5 cm de longitud efectiva) con un didmetro interno de
50 um y un didmetro externo de 360 um. El voltaje de separacién
aplicado fue de + 30 kV. El BGE empleado fue una solucién acuosa de
fosfato monosdédico 80 mM (ajustado con acido fosférico a pH 2.5)
con 10 mg/mL de PB-CD. Antes del primer uso, el capilar se
acondicion6 con NaOH 1 M durante 40 min y agua Milli-Q durante 10
minutos. Al comienzo de cada dia, el capilar se acondiciond con
NaOH 1 M durante 5 min, agua Milli-Q durante 5 min y BGE durante
10 min. Entre andlisis, el capilar se acondicion6 con 1 M NaOH
durante 5 minutos, agua Milli-Q 5 minutos y BGE 5 minutos. Las
muestras estandar se inyectaron hidrodindmicamente aplicando una
presiéon de 50 mbar durante 3 s.

Para la realizacion de la in-line SPE, el primer paso es la construccion
del dispositivo de SPE. Primero se cortaron 2 mm de capilar de silice
de 150 um de didmetro interno y 360 um de didmetro externo. Esta
pequefia pieza de capilar denominada concentrador de analitos (AC),
es introducida 1 mm en un tubo de 5 mm de politetrafluoroetileno
(PTFE) (Grupo Taper, Madrid, Espafia) con un didmetro interno de
250 um. En el otro extremo del tubo de PTFE se introduce un
fragmento de capilar de 7.5 cm de longitud y 50 um de didmetro
interno hasta conectarse completamente con el fragmento de capilar
de 2 mm. A continuacién, el extremo libre del capilar de 50 um de
didmetro interno se conecta a una bomba de vacio con una jeringa y


https://en.wikipedia.org/wiki/Amstelveen
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el extremo libre del capilar de 150 um de diametro interno se
introduce en un vial que contiene el sorbente (Oasis HLB). Después el
fragmento de 2 mm se llena de particulas de sorbente que se quedan
retenidas debido al tamafio de particula que es de 60 um.
Previamente a la utilizacién de las particulas de sorbente, éstas han
sido tamizadas con un tamiz con un tamafio 50 um para garantizar
gue el tamafio de las particulas del sorbente sea mayor de 50 um y
no se introduzca en el capilar de separacidn ya que podria
introducirse en éste e interferir en el analisis. Posteriormente, se
desplaza el capilar de 50 um de didmetro interno para situar el
fragmento de 2 mm en la mitad del tubo de PTFE. Al otro lado del
tubo se introduce el capilar de separacion de 72.5 cm de longitud
hasta que las 3 partes estén totalmente unidas. Finalmente, el
montaje se instala en un cassette CE y se comprueba que el flujo a
través del capilar sea normal antes del andlisis. Entre andlisis el
capilar con el dispositivo de SPE se acondiciona con MeOH durante 4
minutos y agua Milli-Q ajustada a pH 10 con NaOH 1 M durante 4
minutos a 930 mbar.

La figura 30 muestra un diagrama de las etapas de preconcentracién
y posterior separacién mediante el procedimiento in-line SPE-CE. El
primer paso consiste en la inyeccidn de muestra a una concentracién
de 1 pg/mL a 930 mbar durante 10 minutos (A). A continuacion, se
lleva a cabo un lavado con el BGE (pH 2.5) a 930 mbar durante 2
minutos (B). Esta etapa permite eliminar las moléculas que no se han
retenido en el sorbente durante la etapa de carga de muestra.
También permite equilibrar el capilar antes de la elucién y posterior
separacion de los analitos. Para la etapa de elucidn se inyecta el
solvente de elucidn, concretamente MeOH con acido formico al 2%
(v/v) a 50 mbar durante 20 segundos (C). Posteriormente, éste es
impulsado a través del sorbente mediante el BGE a 50 mbar durante
220 segundos (D) con el fin de desplazar el solvente de elucién a
través del sorbente y asi eluir los analitos para que posteriormente
se lleve a cabo la separacidn. Finalmente se aplica un voltaje de +30
kV para la separacién electroforética de los analitos (E).
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A Concentrador de analitos (AC)

Carga: 1mg/mL 930 mbar durante 10 minutos

Lavado: BGE {pH 2.5) 930 mbar durante 2 minutos

=

Elucién: MeOH con 2% Acido férmico 50 mbar
durante 20 segundos

Pushing: BGE 50 mbar durante 220 segundos

Separacién: 30 kv

+m

Figura 30. Diagrama del procedimiento in-line SPE

Toma de muestra y almacenamiento

Las muestras de orina fueron recolectadas de voluntarios adultos
sanos entre el personal del laboratorio. Las muestras fueron
almacenadas en tubo de polipropileno a -20 °C hasta la realizacién de
los analisis.

Preparacion de las muestras de orina

En el momento de realizar el andlisis se descongeld la muestra a
temperatura ambiente y se centrifugd a 9000 rpm durante 10
minutos. Después, el sobrenadante fue filtrado a través de un filtro
de nylon de 0.22 um (Linealab, Barcelona). Posteriormente, se
realizd una LLE utilizando un 1 mL de muestra de orina ajustada a pH
10 con NaOH 0.1 M. Como disolvente se empled 1 mL de EA/Hexano.
Tras mezclar con el vértex durante 1 minuto se centrifugé durante 10
min 7000 rpm. Se recogio6 la fase organica y se transfirid a un vial al
qgue se le anadié 20 puL de DMSO para evitar la completa evaporacién
del solvente y posteriormente se llevé a sequedad bajo corriente de
N2. Como ultima etapa, se reconstituyd la muestra con 1 mL de agua
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Milli-Q ajustada con NaOH 0.1 M a pH 10. Finalmente, se aplicd el
procedimiento in-line SPE explicado con anterioridad.

3.2.2 Resultados vy discusidn

Los analitos estudiados presentan grupos amino y tienen unos
valores de pKs comprendidos entre 7,21 y 8,49, por lo tanto, con el
fin de mantener los analitos cargados positivamente en el BGE y asi
gue puedan migrar hacia el extremo del catodo, el pH del BGE se
ajusto a 2,5 con acido fosfdrico.

En los experimentos iniciales, se evalué la separacién aquiral
mediante CZE de los compuestos utilizando un BGE de fosfato
monosddico a diferentes concentraciones entre 50 y 100 mM, a
intervalos de 10 mM. La eleccién del BGE se basd en estudios
previamente publicados en los que se utilizaron satisfactoriamente
BGEs constituidos con fosfato de sodio para analizar diferentes
drogas de abuso mediante CE [7,10].

Este estudio se llevd a cabo inyectando soluciones estandar que
contenian los analitos a una concentracién de 10 pg/mL a 50 mbar
durante 3 segundos empleando un voltaje de separacion de 30 kV.
Las demas condiciones de acondicionamiento del capilar fueron las
mismas que las descritas en el apartado anterior 3.2.1. Tras el
estudio, se selecciond una concentracion 80 mM de fosfato
monosédico debido a que se obtuvieron mejores resultados en la
separacion y resolucién para los analitos estudiados. No obstante,
uno de los objetivos planteados en este estudio era la separacidn
quiral de la catinonas incluidas. Por ello, se llevé a cabo el estudio de
la separacién quiral.

Basandose en los trabajos que se pueden encontrar en la bibliografia
donde se emplean CDs como selectores quirales [2, 6-8], para la
separacion quiral se estudiaron diferentes tipos de CDs, en concreto,
a-CD, B-CD, y-CD. Para estudiar qué tipo de CD muestra los mejores
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resultados se anadié al BGE 5 mg/L de cada una por separado y se
hicieron andlisis en las mismas condiciones de separacidon que las
utilizadas en la eleccién del BGE. En este estudio se observé que con
el empleo de B-CD se obtenia una mejor separacién de todos los
enantiomeros, respecto a a-CD, y-CD, posiblemente porque las
dimensiones de la cavidad interna de la B-CD son mas adecuadas
para el que se produzca el complejo CD-enantidmero. En este
sentido, la B-CD fue seleccionada como selector quiral. Estos
resultados corroboran el trabajo de Merola y col. [7] en el que
también se evaluaron diferentes tipos de CDs y los mejores
resultados se obtuvieron empleando B-CD para 12 catinonas
sintéticas.

Una vez escogida la B-CD como selector quiral, se estudid su
concentracion. A mayores concentraciones de ciclodextrinas en el
medio de separacién, la probabilidad de que se forme el complejo
CD-enantiomero es mayor, por lo tanto, se pueden separar una
mayor cantidad de analitos [11]. Se probd cuatro concentraciones
diferentes de B-CD entre 5y 12 mM, ya que estd documentado que a
concentraciones por encima de 12 mM la solubilidad en agua de las
CDs es limitada y en caso de precipitacion podria provocar
obstrucciones en el capilar [12]. Las condiciones de separacion
fueron las mismas que en el estudio anterior para la selecciéon del
tipo de CDs. A bajas concentraciones, los resultados muestran una
peor separacién, debido a que si hay poca cantidad de selector quiral
la probabilidad de que se forme el complejo es menor. A
concentraciones altas de CDs (10-12 mM) no se observaron
diferencias significativas por lo tanto se seleccioné la de 10 mM para
asegurarse no estar en el limite del valor de esta en la solubilidad en
agua, para evitar posibles problemas de precipitacion y de
obstruccién del capilar. En la figura 31, se muestra la separacion
mediante CD-CZE de los compuestos estudiados con las condiciones
6ptimas.
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5 10 15 20 min
Figura 31. Electroferograma obtenido mediante CD-CZE. a-PVP (1), pentadrona (2),
DMMC (3), MDPV (4) a 100 ng/mL. BGE 80mM fosfato monosddico + B-CD 10
mg/mL; inyeccion 50 mbar/3 segundos; voltaje de separacion 30 kV.

Posteriormente, se propuso desarrollar el método in-line SPE-CE para
la separacién enantiomérica y preconcentracion de la a-PVP, la
pentadrona, la DMMCy la MDPV.

Basdndose en estudios de previos de nuestro grupo [2], el tipo de
sorbente seleccionado para la in-line SPE fue el Oasis HLB. El Oasis
HLB es un sorbente polimérico con un grupo polar, con
caracteristicas de retencidn tanto hidréfilo como lipofilico, y por lo
tanto capaz de extraer compuestos acidos, neutros y bdsicos en un
amplio rango de pH. Considerando los valores de pK,; de los
compuestos diana (entre 7,21 y 8.49), el pH de la muestra se
alcaliniza a pH 10 con NaOH 0.1 M para asegurar unas condiciones
adecuadas para retener los analitos, ya que, a este valor de pH, éstos
no estan cargados y su retencion en el sorbente se ve favorecida. En
base a estos trabajos también se seleccion6 el MeOH con un 2% de
acido formico (v/v) como solvente de elucidn. En estas condiciones
nos aseguramos que todos los compuestos estudiados estan
cargados positivamente en la etapa de elucidn, por lo tanto, se
liberan mas facilmente del sorbente.

Las condiciones iniciales en el procedimiento in-line SPE fueron, la
carga de una solucién patrén a una concentracion de 1 mg/mL
mediante inyeccion hidrodinamica a 930 mbar durante 10 minutos,
el lavado de la muestra mediante inyeccion hidrodindmica de BGE
(pH 2.5) a 930 mbar durante 2 minutos, la etapa de elucién
inyectando hidrodindmicamente MeOH con un 2% de acido férmico
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a 50 mbar durante 20 segundos, la etapa pushing inyectando el BGE
hidrodinamicante durante 20 segundos a 50 mbar y con una
separacion a 30 kV.

Con el fin de obtener buenas recuperaciones, se ha realizé un
estudio de la etapa de elucién, concretamente el volumen de elucién
y el volumen de pushing. El pushing es una etapa que consiste en
desplazar mediante una inyeccidon hidrodinamica de BGE el plug de
eluciéon (MeOH con un 2% de acido féormico) a través del sorbente y
asi eluir los analitos del mismo. Se evalud el tiempo de pushing entre
200, 220 y 250 segundos aplicando una presiéon de 50 mbar en base
al trabajo comentado anteriormente. Se seleccioné el tiempo de 220
segundo debido a que con estas condiciones se obtuvieron los
mejores resultados de separacion y tiempo de analisis. Por lo tanto,
este valor ha sido escogido para los estudios posteriores. Mediante la
férmula de Poiseuille se estimé que este volumen que comprende,
siendo este de 255 nL. Esta variable es importante debido a que
permite a las catinonas retenidas en el sorbente puedan atravesarlo
y llegar al capilar de separacion. Un tiempo demasiado corto de
pushing haria que los compuestos no puedan salir del concentrador
de analito. En cambio, un tiempo demasiado largo de pushing hace
gue las catinonas avancen demasiado por el capilar de separacion,
haciendo asi que se reduzca la longitud efectiva del capilar y, en
consecuencia, se obtendria una resolucién menor.

También se estudiaron diferentes tiempos de elucidn,
concretamente introduciendo el eluyente mediante inyeccidon
hidrodindmica a 50 mbar durante 10, 15, 20, 25 y 30 segundos. Se
observé que las areas de los picos aumentaban hasta el tiempo de 20
segundos, y a partir de este tiempo estos valores se mantenian
constantes, posiblemente porque con 20 segundos ya es suficiente
para eluir todos los compuestos. Ademas, a partir de 20 segundos
los tiempos de retencion se prolongaban y los picos se ensanchaban
ligeramente. Por estos motivos, el tiempo de elucidn fue fijado en 20
segundos.
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Con el fin de inyectar mas cantidad de muestra en el capilar y asi
aumentar la sefal detectada, se estudid el tiempo de inyeccion de
una solucién de una mezcla de los compuestos estudiados a una
concentracion de 100 ng/mL entre 20 y 40 minutos. A continuacion,
en la figura 32 se muestra el efecto del aumento de la carga de la
muestra en el area de los picos.
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Figura 32. Efecto del tiempo de carga de la muestra en el 4rea del pico de los
analitos mediante in-line SPE-CE. Inyeccion hidrodinamica a 930 mbar de solucién
estandar de los compuestos estudiados a una concentracion de 100 ng/mL.
Volumen de elucién 20 segundos a 50 mbar, volumen de pushing 220 segundos a
50 mbar (n = 3).

Como se observa, a medida que se inyecta mas cantidad de muestra
la sefial aumenta para todos los analitos sin llegar al punto de
ruptura de la in-line SPE. Por este motivo, se selecciond el tiempo de
40 minutos como tiempo éptimo.

Con el fin de demostrar la aplicabilidad del método desarrollado in-
line SPE-CE se tomaron muestras de orina en voluntarios sanos de
nuestro laboratorio. Se realizé6 una busqueda bibliografica para el
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tratamiento de la muestra de orina para la determinacién de este
tipo de compuestos y se selecciond la LLE llevada a cabo por Natta y
col. [13] debido a que obtuvieron buenas recuperaciones en el
proceso de extraccion. El tratamiento de muestra que se describe en
la secciéon 3.2.1. En la en la figura 36A se muestra un
electroferograma de un blanco de muestra de orina y en la figura
36B se muestra un electroferograma de una muestra de orina
enriquecida a una concentracion de 10 ng/mL y, ambos obtenido con
el método in-line SPE-CE optimizado. Para confirmar la identificacion,
sus espectros de absorciéon UV-Vis fueron analizados y corresponden
con los espectros de los analitos. Ademas, se realizaron adiciones
estandar para asegurar su correcta identificaciéon. Por lo tanto, el
método propuesto es una estrategia efectiva que permite Ia
preconcetracion de los analitos estudiados y su deteccién en
muestras de orina. En la bibliografia podemos encontrar diversos
trabajos [14,15] en los cuales han sido detectadas diferentes
catinonas en la orina en varios casos de intoxicacion. Estas sustancias
se suelen encontrar en un intervalo de concentracién en la orina de
entre 86 y 3800 ng/mL para a-PVP, 300 ng/mL para efedrona [14] y
entre 340 y 13860 ng/mL en el caso de MDPV [15], por lo que el
método propuesto seria valido para detectar este tipo de sustancias
en el intervalo de concentracion que se suele encontrar en la orina.
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Figura 36. Electroferograma de un blanco de muestra de orina (A) y
electroferograma de una muestra de orina fortificada a una concentracién de 10
ng/mL (B); (1) a-PVP, (2) pentadrona, (3) DMMC, (4) MDPV
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3.3. Pressure-assisted electrokinetic injection (PAEKI) como
técnica de preconcentracion para la determinacion de filtros
ultravioleta mediante electroforesis capilar
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Los filtros ultravioleta son frecuentemente utilizados como aditivos
en productos de uso diario tales como cosméticos, cremas
hidratantes, productos para después del afeitado, barras de labios,
champus, maquillaje y protectores solares [1]. Debido a que tienen la
propiedad de bloquear o reflejar la radiacién ultravioleta de la luz
solar, se utilizan para evitar dafios en la piel como quemaduras de sol
y el cancer de piel [2]. La UE reconoce y regula 26 compuestos
diferentes que estan permitidos para este uso. El contenido maximo
de estos compuestos en los cosméticos estd regulado por la
legislacion actual, a una concentracion habitual entre 0, 1% y 10%

(p/p) [3].

Las principales fuentes de contaminacion de los filtros ultravioleta
son las descargas de aguas residuales industriales, las actividades de
bafio y las plantas de tratamiento de aguas residuales [2]. La
persistencia de estos contaminantes en el medio ambiente es motivo
de gran preocupacién por los posibles efectos sobre la salud en los
seres humanos. Se ha demostrado que los filtros ultravioleta también
presentan la capacidad de modificar la actividad hormonal, en
particular los derivados de la benzofenona, lo que sugiere que
pueden inducir un riesgo en la fauna acudtica y en los seres humanos
[4, 5]. Se sospecha que este tipo de filtros ultravioleta poseen
propiedades de disruptores endocrinos. Varios estudios afirman que
estas propiedades estan en relacion con diversas enfermedades
endocrinas tales como algunos trastornos reproductivos, la
infertilidad, la obesidad, la diabetes y los trastornos del desarrollo
neuroldgico [3-6]. Por todo ello, se plantea este estudio con el
objetivo principal de desarrollar un método para la determinacién de
filtros ultravioletas a bajos niveles de concentracidn utilizando CE y la
técnica de preconcentracion PAEKI. Para conseguir este objetivo se
plantea como objetivo secundario evaluar el potencial de la técnica
de preconcentracién PAEKI como estrategia para la mejora de la
sensibilidad en el analisis de filtros ultravioleta mediante la CE.
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La técnica de preconcentracién electroforética PAEKI fue utilizada
por primera vez por Feng y col. en 2006 [7] y posteriormente
desarrollada por Zhang y col. [8]. Cuando se aplica la técnica PAEKI,
los analitos se acumulan en el limite entre el BGE de separacién y de
la muestra, y se van apilando segun los principios de stacking. En la
inyeccion, el flujo electroosmotico (EOF) se equilibra con una presién
hidrodindmica externa posibilitando que se puedan realizar
inyecciones mas prolongadas e introduciendo mas cantidad de
analitos en el capilar, lo que posteriormente se traducird en mayor
preconcentracién y por lo tanto mayor sefial analitica en la
detecciodn.

3.3.1. Materiales y métodos

Reactivos v soluciones

Todos los reactivos y disolventes fueron de grado analitico. El MeOH
fue sumistrado por VWR International Eurolab S.L. (Barcelona,
Espafia) y el acido clorhidrico (35% v/v), acetato de etilo (EA) y
hexano por Panreac (Barcelona, Espana). El tetraborato de sodio
anhidro (NazB207), el hidroxido de sodio (NaOH) vy el cloruro sédico
(Nacl), la benzofenona-3 (BP-3), la 2,2-dihidroxi-4-
metoxibenzofenona (DHMB), la 2,4-dihidroxibenzofenona (DHB) y el
acido 2-fenilbencimidazol-5-sulfénico (PMDSA) fueron suministrados
por Sigma-Aldrich (Madrid, Espaiia). El agua Milli-Q se obtuvo a partir
de un sistema de purificacion de agua Veolia Waters (Barcelona,
Espaiia).

Al inicio se prepararon las soluciones estdndares individuales de cada
filtro ultravioleta a 1000 pg/mL en MeOH, excepto el PMDSA que se
preparé en una mezcla de MeOH-Agua (80:20) debido a que en
MeOH al 100% no se disolvia totalmente. Estas soluciones se
conservaron a -20°C y a partir de estas soluciones, cada dia se
prepararon las soluciones estandares mezcla de todos los analitos a
una concentracién de 50 pg/mL en agua Milli-Q. Todas las soluciones
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se almacenaron en un matraz de vidrio oscuro a 4°C. La solucion de
BGE se prepard diariamente y se filtré antes de su uso.

Instrumentacion

Los anadlisis mediante CE se realizaron con un instrumento HP 3D
(Agilent Technologies, Waldbronn, Alemania) equipado con un
detector de diodos en linea (DAD). Para el procesamiento de datos,
se utilizé el software ChemStation B.04.03. Se utilizaron capilares
diferentes, uno de 60 cm (52 cm de longitud efectiva) para la
optimizacién de la separacién y otro de 100 cm (92 cm de longitud
efectiva) para el estudio de la técnica de preconcentracién PAEKI. Los
capilares tenian un didmetro interior de 50 um y un didmetro
externo de 360 um, y fueron adquiridos a Polymicro Technologies
(Phoenix, AZ, Estados Unidos). Todas las medidas de pH se realizaron
con un pHmetro de Laboratorio Basic 20+ Crison (Barcelona) y para
el pretratamiento de las muestras fue empleada una centrifuga
Hettich Zentrifugen (Tuttlingen, Alemania).

Condiciones de la CE

Para la separacion mediante CZE, el BGE estaba constituido por
tetraborato de sodio anhidro a una concentracién de 40 mM (pH
9.2). Este fue preparado disolviendo la cantidad apropiada de
tetraborato de sodio en agua Milli-Q, sonicado durante 5 minutos y
filtrado con un filtro de politetrafluoroetileno (PTFE) de 0.22 um
adquirido en Linealab (Barcelona, Espafia).

Antes del primer uso, el capilar fue acondicionando haciendo pasar a
través suyo NaOH (1 M) aplicando una presion de 930 mbar durante
40 minutos y agua Milli-Q durante 10 minutos. Cada dia, el capilar
fue acondicionado haciendo pasar 5 minutos de NaOH (1 M), 5
minutos de agua Milli-Q y 10 minutos de BGE. Entre experimentos, el
capilar fue acondicionado con 3 minutos de NaOH (1 M), 3 minutos
de agua Milli-Q y 5 minutos de BGE a 930 mbar. Las inyecciones se
realizaron aplicando una presién de 50 mbar durante 3 segundos
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sobre el vial inlet. La polaridad empleada para la separacion fue de
+20 kV y la longitud de onda seleccionada para la deteccion fue de
200 nm. Todos los experimentos fueron realizados a una
temperatura del compartimento del capilar de 25°C.

En la figura 37 se muestra el diagrama con las condiciones éptimas
del PAEKI-CE. Las condiciones finales después de optimizar los
parametros principales que afectan a PAEKI fueron, la utilizacién de
un capilar de 100 cm (92.5 efectiva) usando como medio de
separacion un BGE de tetraborato sédico anhidro 40 mM (pH 9.2). Se
aplicado una inyeccién de una muestra a pH 10 aplicando una
contrapresion de 50 mbar y simultdaneamente una diferencia de
potencial de -7.5 kV durante 3 minutos.

( ) Detectorv )
A BGE
\—/  Llenado del capilar con BGE 40 mM Na,B,0, —
presion (pH 9.2)
R V ()
- --
B - Muestra He <— EOF BGE +

“——— Inyeccién de la muestra a pH 10 (50 mbar/-7.5 kV) ~——

durante 3 minutos
) v )

c | +

~— Separacion a +25 kV ~—

<
He EOF —> BGE =

Figura 37. Diagrama del procedimiento PAEKI-CE con las condiciones dptimas.

Validaciéon del método

La calibracién instrumental se realizd mediante la preparaciéon de
estdndares enriquecidos con la cantidad apropiada de una mezcla de
los filtros ultravioleta a concentraciones finales de 25, 50, 100, 200 y
500 ng/mL en agua Milli-Q. Cada estandar fue preparado por
triplicado.
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Preparacion de las muestras

Se estudiaron dos tipos de muestras diferentes, por un lado,
muestras de orina y por otro, un producto cosmético, concretamente
una crema solar comercial. Para el tratamiento de muestra se realizé
una busqueda bibliografica y se adaptaron protocolos de tratamiento
de muestra de estudios previos para la determinacion de este tipo de
compuestos tanto para las muestras de orina [9], como para las
cremas solares [10].

Muestras de orina

Las muestras de orina fueron tomadas del personal del laboratorio y
fueron almacenadas en tubos de PTFE a -20°C. Después, se tomaron
500 pL en un vial de centrifuga. A continuacion, las muestras se
extrajeron 3 veces con 500 uL de EA cada vez. Para cada mezcla
sucesiva, ésta se agitd con la ayuda del vortex durante 2 minutos.
Posteriormente, se centrifugaron a 7500 rpm durante 10 min. A
continuacion, se combinaron los sobrenadantes (fases organicas) y se
volvié a centrifugar con las mismas condiciones anteriores. El
sobrenadante fue filtrado (PTFE 0.22 um) y posteriormente
evaporado a sequedad en corriente de N». Finalmente, el extracto se
reconstituyd con agua Milli-Q ajustada con NaOH 0.1 M a pH 10 para
del andlisis.

Muestras de crema solar

En el tratamiento de las muestras de crema solar, se tomaron con
una espatula 0.02 gramos de producto en un tubo de centrifuga de
15 mL y se extrajeron con 5 mL de MeOH durante 10 minutos en un
bafio de ultrasonidos. Posteriormente, se centrifugaron durante 10
minutos a 7500 rpm. A continuacidn, se recogio el sobrenadante y se
filtré con un filtré de PTFE 0.45 um. Después se recogio 100 pL de
éste y se diluyd en 10 mL de MeOH. Finalmente, 30 uL de esta
solucién se reconstituyd en 5 mL de agua Milli-Q a pH 10 ajustada
con NaOH 0.1 M para el andlisis.
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3.3.2. Resultados y discusidn

Como se comentd anteriormente, el objetivo de este trabajo es
desarrollar un método para determinar filtros ultravioletas a bajas
concentraciones en orina y cremas solares. En primer lugar, se
estudid la separacion de los analitos por CZE, y posteriormente se
evalué la técnica de preconcentraciéon PAEKI.

Para la separacién por CZE es necesario que los analitos estén
cargados. Teniendo en cuenta que los valores de pKa de los
compuestos estudiados, que se encuentran entre 4.45 y 7.56, es
necesario la utilizacién de un BGE con un pH superior al pK, de los
analitos. Se realizé una busqueda bibliografica con el objetivo de
encontrar el medio de separacién adecuado para estos compuestos.
En este sentido, Juang y col. [11] emplearon un BGE formado por
tetraborato de sodio anhidro proporcionando estabilidad de la
corriente durante la separacion y buenos resultados en la resolucion,
por este motivo, éste fue seleccionado para los posteriores
experimentos.

Para la optimizacion de la separacion de los compuestos se
ensayaron diferentes concentraciones entre 20-60 mM del BGE de
tetraborato de sodio anhidro. La concentracion de filtros ultravioleta
para este estudio se fijé en 50 pug/mL. Se inyectaron mediante una
inyeccion hidrodindmica a 50 mbar durante 3 segundos y la
separacion fue llevada a diferentes voltajes de separacién a +15, +20,
+25 y +30 kV. A voltajes por encima de +20 kV los compuestos
PMDSA y HMB se solapaban. Se observé los mejores resultados en la
separacion a +20 kV, por lo que este valor fue fijado como dptimo.
Durante la separacion se empled un capilar con una longitud de 60
cm (51.5 cm de longitud efectiva) y 50 um de didmetro interno. El
capilar se acondiciono siguiendo el procedimiento que se describe en
el apartado anterior 3.3.1. Los resultados obtenidos mostraron que
la con las diferentes concentraciones de tetraborato de sodio
anhidro del BGE evaluadas se conseguia una buena separacion. Se
fij6 la concentracion de 40 mM porque se obtuvieron resultados
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ligeramente mejores en términos de resolucion. Ademds, a
concentraciones superiores a 40 mM el drea para el analito BP-3
disminuia.

Como hemos comentado con anterioridad, una de las caracteristicas
de PAEKI es que el EOF es compensado mediante la aplicacion de una
presion durante la inyeccion EKI, que permite realizar inyecciones
durante mas tiempo, por lo tanto, con un capilar de mayor longitud
se pueden realizar inyecciones durante mas tiempo consiguiendo asi
inyectar mas cantidad de muestra [12]. Durante la optimizacion de la
técnica de preconcentracion PAEKI se empled un capilar de una
longitud mayor respecto al empleado para la separacion con el
objetivo de poder realizar inyecciones mas prolongadas y poder
inyectar mas cantidad de muestra. Concretamente fue seleccionando
un capilar de 100 cm (91.5 cm de longitud efectiva). Se realizaron
unas pruebas de separacidn con el BGE optimizado previamente, y se
observd que las condiciones previamente seleccionadas eran
adecuadas para llevar a cabo los experimentos posteriores.

El pH de la muestra es otro pardmetro esencial ya que, al modificar el
valor de pH, los estados de ionizacién de los analitos pueden ser
cambiados facilitando o impidiendo la entrada de los analitos en el
capilar desde la muestra. En este caso nos interesa que los analitos
estén en su forma negativa para asi asegurar la entrada de la mayor
cantidad de analitos en el capilar, por lo que tedricamente un pH
basico por encima de los valores de pKa de los analitos garantizaria el
proceso. No obstante, para asegurarnos de introducir la mayor
cantidad de analitos durante la inyeccion, el estudio se llevé a cabo
de la siguiente manera. Se realizd inyectando una mezcla de los
compuestos estudiados a una concentracion de 1 pug/mL en agua
Milli-Q durante 1 minuto con las condiciones de PAEKI previamente
optimizadas (inyeccién a 50 mbar aplicando un voltaje durante la
inyeccion de -5 kV), a valores de pH 6, 7, 8, 10 y 11. La acidificacién
de la muestra se realizé afadiendo HClI 0,1 M y la alcalinizaciéon
anadiendo NaOH 0,1 M. En la figura 38 se muestra la respuesta
obtenida para los diferentes analitos en los estudios del pH de la
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muestra. Tal como se puede observar, los mayores valores en
términos de drea se obtuvieron en las muestras alcalinas. Esto es
debido a que los analitos estudiados tienen unos pk, de entre 4.45y
7.56, por lo que los analitos estdn en forma negativa a pH por encima
de su valor de pka. Finalmente se seleccioné como valor 6ptimo el pH
10 debido a que con valores superiores se observd que el area de los
picos disminuia. Esto puede ser debido a que un pH tan elevado, los
iones hidroxilo de NaOH presentes en el medio compiten con los
analitos estudiados para entrar en el capilar y por lo tanto la eficacia
se ve disminuida.
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Figura 38. Efecto del pH de la muestra sobre la eficiencia en la preconcentracion.
Condiciones mezcla de 1 pg/mL, voltaje de inyeccion -5 kV, tiempo de inyeccion 1
minuto con una contrapresion a 50 mbar; voltaje de separacién a 20 kV.

El siguiente parametro que se evalud fue la presién aplicada durante
la inyeccidn. La presion aplicada durante PAEKI contrabalancea el
EOF, y posibilita la introduccién de mas analitos durante la etapa de
preconcentracion [7,8], por lo que es un pardmetro importante a
tener en cuenta. Para evaluarla se aplicaron dos valores diferentes
de presién durante la inyeccidn, concretamente 25 y 50 mbar. Para
esta prueba se realizé la inyeccién electrocinética a -5 kV de una
mezcla de los analitos a una concentracién de 1 pg/mL durante 1
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minuto en las condiciones de separacién previamente optimizadas
(BGE 40mM tetraborato sddico anhidro, muestra pH 10, voltaje de
separacion +20 kV). En la figura 39, se muestra que se obtuvieron los
mayores valores de drea para todos los analitos estudiados cuando
se aplicé la presién de 50 mbar. Con este estudio se confirmé que a
mas presioén la cantidad de analito que entra en el capilar es mayor,
por lo tanto, en este caso el pardmetro optimo para la presién
aplicada durante la inyeccidn se fijé en 50 mbar. A continuacion, se
evalia el voltaje aplicado durante la inyeccidn, ya que presion y
voltaje de inyeccion, son los parametros que directamente estdn
implicados en el equilibrio necesario entre la velocidad
electroforética de los analitos cuando éstos son inyectados y el EOF
gue es compensado con la presion aplicada, con la finalidad de que
entre en el capilar la mayor cantidad de analitos.
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Figura 39. Efecto de la presidn durante la inyeccién sobre la eficiencia de la
preconcentracion. Condiciones mezcla de 1 ug/mL en agua milli-Q, tiempo de
inyeccién 1 minuto a -5 kV; voltaje de separacion a 20 kV.

El voltaje durante la inyeccién es un parametro crucial en PAEKI.
Debemos tener en cuenta, que la velocidad electroforética es
proporcional a la intensidad del campo eléctrico del medio, por lo
gue seria deseable tener voltajes de inyeccién elevados. El equilibrio
entre el EOF y la velocidad electroforética de los analitos se consigue
evaluando el voltaje de la inyeccidn. Para su optimizacién, se fijaron
como condiciones iniciales las establecidas previamente en la
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separacion realizando una inyeccién aplicando una presiéon de 50
mbar y simultdneamente aplicando un determinado voltaje. El
voltaje de inyeccidén debe ser negativo debido a que los analitos de
estudio para su separacién estan cargados negativamente. Se
estudiaron diferentes voltajes entre -5 y -15 kV, en intervalos de 2.5
kV, aplicando una presion de 50 mbar durante 1 minuto. A
continuacion, en la figura 40 se representa el area de los picos
obtenidos en funcién de los diferentes valores de voltaje aplicados
durante la inyeccién. Los resultados muestran que para valores por
encima de -7.5 kV la respuesta del analito es baja y esto es debido a
qgue el EOF es mas grande que el flujo generado por la presién
aplicada, por lo tanto, los analitos no pueden llegar al extremo donde
se encuentra el detector y en consecuencia el drea obtenida de todos
los analitos en estas condiciones es mas baja. En concreto, para BP-3
la respuesta va disminuyendo a medida que se aumenta el voltaje de
inyeccion hasta el punto que a -15 kV no ha sido detectado. Los
mejores resultados en términos de area se observaron aplicando un
voltaje durante la inyeccién de -7.5 kV, por lo tanto, este fue fijado
como valor éptimo para los experimentos posteriores.
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Figura 40. Efecto del voltaje de inyeccion sobre la eficiencia de extraccion.
Condiciones: mezcla de 1 pg/mL en agua milli-Q, tiempo de inyeccién 1 minuto a
contrapresion 50 mbar; voltaje de separacion a 20 Kv.
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Posteriormente, se optimizo el tiempo de inyeccion para aumentar la
sefial de los analitos. Se evaluaron diferentes tiempos de inyeccion
en el intervalo de 1 hasta 5 minutos en intervalos de 1 minuto. Para
este estudio se seleccionaron las condiciones de PAEKI previamente
optimizadas (inyeccién 50 mbar a -7.5 kV, muestra a pH 10) y se
prepard la muestra a una concentracion menor que en los anteriores
experimentos, concretamente a 50 ng/mL, ya que a concentraciones
altas al aumentar el tiempo de inyeccidén podria verse afectada la
separacion debido a que los picos se podrian solapar. En la figura 41,
se muestran los resultados obtenidos y se observd que hasta 3
minutos el drea aumenta para todos los analitos estudiados.
Inyecciones mads prolongadas interfieren negativamente en el
proceso de preconcentraciéon, posiblemente debido a que a un
determinado tiempo el equilibrio entre el EOF y las movilidades
electroforéticas se ve alterado y en consecuencia no se introduce en
el capilar mas cantidad de analitos. En este sentido, se observé que
las sefiales obtenidas, en general comienzan a disminuir a partir de 3
minutos, por lo tanto, se fijé éste valor como el tiempo dptimo de
inyeccion.
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Figura 41. Efecto del tiempo de inyeccion sobre la eficiencia de la
preconcentracién. Condiciones mezcla de 50 ng/mL a pH 10, tiempo de inyecciéon 1
minuto a -7.5 kV; voltaje de separacion a 20 kV.
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En estas condiciones 6ptimas, se realizé la validacion del método en
muestras de agua Milli-Q con las soluciones estdndares a
concentraciones finales de 25, 50, 100, 200 y 500 ng/mL. Cada
estandar fue preparado por triplicado y se realizé una recta de
calibrado con los datos obtenidos entre el drea de los picos y las
concentraciones de cada filtro ultravioleta. El intervalo de linealidad
fue de 25 a 500 ng/mL para todos los analitos estudiados. Los LODs se
calcularon teniendo en cuenta el coeficiente entre la seiial del analito
y la sefial del ruido de fondo igual a 3. Los LODs obtenidos fueron
entre 5 ng/mL para DHMB y 12 ng/mL para BP-3. La repetitividad y
reproducibilidad las definen la desviacién estandar relativa (RSD), y
fueron calculadas a partir de muestras de agua Milli-Q enriquecidas a
dos niveles de concentracion distintos, a 25 y 500 ng/mL. La
repetitividad se realizd analizando 5 réplicas del analisis en el mismo
dia y la reproducibilidad 5 réplicas de cada analisis durante 5 dias
consecutivos. Se observd que en las concentraciones altas el valor de
% RSD para la repetitividad como para la reproducibilidad fueron mas
bajos para todos los analitos estudiados. A pesar que los valores de
reproducibilidad son elevados, estan por debajo del 20 % de RSD, por
lo que son aceptables para la aplicaciéon del método PAEKI-CE para la
preconcentracion de la muestra. En la Tabla 6 se muestran los
resultados obtenidos, linealidad, LODs, repetividad, reproducibilidad y
factores de preconcentracién obtenidos.

Los factores de preconcentracion (SEF) fueron calculados de acuerdo a
la siguiente ecuacidn:

SEFarea= (Aprec / AHD) f

donde Aprec €5 el drea del pico de cada compuesto obtenida con
mediante PAEKI-CZE, Aup es el drea de pico de cada compuesto
mediante CZE y f es el factor de dilucién. Aplicando esta ecuacién, se
obtuvieron de factores de preconcentracion de entre 413 del DHMB y
1593 del DHB. Los valores obtenidos, son mayores de los factores de
preconcentracion que se puede encontrar en la bibliografia con
deteccion UV-Vis. En el caso de Xu y col. [13,14] reportan valores de
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entre 39 y 166 en la determinacién de verteporfina en orina y 62 para
el farmaco citalopran en biofluidos humanos. En cambio, D"Ulivo y col.
[15] consiguieron valores superiores 3000 en la preconcentracion de
aminoacidos, y Zhang y col. [16] valores de hasta 20000 en la
determinacién de acidos haloacéticos en agua de consumo, pero en
ambos casos se empled la deteccidén por MS.

Tabla 6. Datos de validacion del método PAEKI-CE para la determinacién de filtros
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ultravioleta en agua Milli-Q

BP-3 DHMB PMDSA DHB
Intervalo de
Hnceltebd L) 25-500 25-500 25-500 25-500
Ecuacién de y=0,153x+ | y=0,6256x | y=0,9427x | y=0,8719x
calibracién @ 3,9206 +11,931 +16,121 +13,129
Coeficiente de 0,9923 0,996 0,9935 0,9943
correlacion (r?)
LOD (ng/mL) 12.0 10.0 10.0 5.0
Repetitiividad 500
(% RSD; n=5) - 5.54 0.42 3.36 5.90
25 ng/ml 9.13 9.23 13.85 12.59
Reproducibilidad 500
. 1. . 1
(% RSD; n=5) il 5.76 56 5.34 7
25 ng/ml 11.65 12.87 19.24 16.76
Factores de 829 413 705 1593

preconcentracion

a) y; valor de drea del pico (mAU por segundo); x; concentracién (ng/mL)

Posteriormente se empled la técnica PAEKI en el analisis de filtros
ultravioleta en muestras de orina. Los filtros ultravioleta pueden ser
absorbidos por la piel y tras su asimilacién por el cuerpo humano
pueden llegar hasta la orina, por lo tanto, es de interés analizarlos en
esta matriz [17]. Se tomaron muestras de orina de personal sano del
laboratorio y fueron tratadas en base a un estudio encontrado en la
bibliografia en el que se emplea el EA como solvente mediante una LLE
para diferentes compuestos, entre ellos, filtros ultravioleta del tipo

benzofenona [9]. El protocolo es descrito en el apartado 3.3.1.
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Se aplicd PAEKI en las condiciones éptimas en el analisis de blancos de
orina y en muestras de orina con una mezcla de los 4 filtros
ultravioleta a una concentracion de 50 ng/mL. En la figura 42 se
muestra la comparacion entre los electroferogramas tras la aplicacion
del método PAEKI-CE a un blanco de orina (Figura 42A), un blanco de
orina a la que se le afadieron una mezcla de los filtros ultravioleta
estudiados a una concentracion de 50 ng/mL (Figura 42B) y un patrén
con la mezcla de los 4 estandares a una concentracion de 50 ng/mL
(Figura 42C). Se puede observar que el analito PMDSA no ha sido
detectado. Esto puede ser debido a que en el proceso de
pretratamiento de muestra éste no se ha extraido, por lo tanto, este
método no es adecuado para la determinacién de este compuesto en
la orina. Como antes hemos comentado, el trabajo en el que se basé el
tratamiento de muestra empleado en nuestro método fue para filtros
ultravioleta del tipo benzofenona. Los compuestos estudiados excepto
el PDMSA, son benzofenonas, por lo tanto, este puede ser el motivo
por el que el que el PMDSA no fue extraido.
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Figura 42. Comparacion de los electroferogramas obtenidos mediante PAEKI-CE en
un blanco de orina (A) y un blanco de orina enriquecido con la mezcla de los
analitos estudiados a una concentracion de 50 ng/mL (B), patrén de los estandares
a una concentracion de 50 ng/mL. Condiciones PAEKI: Inyeccidn 3 minutos a
50mbar (-7.5 kV); y voltaje de separacion a 20 Kv. BP-3 (1), DHMB (2), PMDSA (3),
HMB (4).
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Con el fin de solventar esta problematica, se probaron diferentes
solventes, como DCM y una mezcla de EA/hexano. EIl PMDSA tampoco
puedo ser extraido con los solventes evaluados, asi que finalmente
debido a que se obtuvieron las mejores recuperaciones para los demas
analitos el solvente de extraccion seleccionado fue el EA. Por lo tanto,
para los demads filtros no observan interferencias en la muestra a sus
tiempos de migracion, por lo tanto, el método propuesto puede ser
valido para el andlisis de BP-3, DHMB y DHB.

Después se analizd una muestra de producto de proteccidn solar con
el objetivo de comprobar la viabilidad del método en la determinacién
de filtros ultravioleta en otro tipo de matriz compleja, en concreto una
crema solar. Para ello se adquiri6 una crema que entre otros
compuestos contenia BP-3 tal como se indicaba en su etiqueta. Se
tomaron las muestras de una crema solar comercial y se traté la
nuestra siguiendo el procedimiento descrito en la seccion 3.3.1. En
este caso el solvente de extraccion utilizado fue MeOH, en base a un
trabajo encontrado en la bibliografia donde fue empleado en el
tratamiento de muestra de una crema solar para la determinacion de
este tipo de compuestos [10]. En la figura 43 se muestra la
comparacion de los electroferogramas tras emplear el método
propuesto PAEKI-CE de una muestra de una crema solar que contenia
en su composicién BP-3 (Figura 42A), en una solucién estandar de los 4
filtros ultravioleta a una concentracion de 50 ng/mL en agua Milli-Q
(Figura 42B), y la misma muestra de crema solar enriquecida con una
mezcla de los 4 analitos estudiados a una concentracién de 100 ng/mL
(Figura 42C). Se observd que en estas condiciones y para este tipo de
muestra, es posible la deteccion de los 4 analitos estudiados. En el
caso del BP-3, éste fue detectado en una muestra de crema solar
comercial. La presencia de este analito fue confirmada mediante
adiciones estandar.
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Figura 43. Comparacion de los electroferogramas obtenidos mediante PAEKI-CE en
una muestra crema de proteccién solar que contiene BP-3 (A), en un patrén de los
analitos estudiados a 50 ng/mL en agua Milli-Q (B) y muestra blanco de crema solar
enriquecida con la mezcla de los analitos estudiados a una concentracion de 100
ng/mL (C). Mismas condiciones experimentales que en figura 42. BP-3 (1), DHMB
(2), PMDSA (3), HMB (4).
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4. CONCLUSIONES
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La aplicacién de la técnica de microextraccién SDME en su
combinacién in-line con la CE, permitié la limpieza vy
preconcentracién de la muestra con un minimo pretratamiento
previo, y posibilité la determinaciéon de AINEs en muestras de
orina de pacientes que estaban siguiendo un tratamiento
médico con ibuprofeno.

El método in-line SDME-CE propuesto es simple y debido a su
bajo consumo de solventes constituye una alternativa
ambientalmente sostenible comparado con las técnicas de
extraccion convencionales.

El empleo de ciclodextrinas en el BGE permite la separacidn
enantiomérica de catinonas sintéticas.

El uso del acoplamiento in-line SPE-CE permite la inyeccién de
volumenes mds altos en comparaciéon con las técnicas de
preconcentracion electroforética y, en general, también se
pueden obtener factores de preconcentracién mas altos. En
esta tesis doctoral, el sorbente Oasis HLB, se utilizé con éxito
para la extraccion y la preconcentracidn catinonas sintéticas en
muestras de orina.

El empleo de la in-line SPE es una técnica de microextraccion
gue ofrece buenos resultados en términos de preconcentracién
de los analitos estudiados y del lavado de la muestra, no
obstante, presenta el inconveniente de que se tiene que
fabricar el concentrador de analitos manualmente.

La técnica de preconcentracion PAEKI, debido a que se puede
inyectar una gran cantidad de muestra electrocinéticamente a
la vez que el EOF es suprimido mediante la aplicacidon una
contrapresién, permitié obtener LODs del orden de ng/mL y
elevados factores de preconcentracion.
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e Mediante el método PAEKI-CE se identificd el compuesto BP-3
en muestras de crema de proteccién solar, lo que demuestra
gque esta metodologia puede ser empleada para |Ia
identificacién de filtros ultravioleta en muestras complejas con
un simple pretratamiento de muestra.
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a-PVP- a-pirrolidinovalerofenona

AC- Concentrador de analitos

AAlLs- Liquidos idnicos basados en aminoacidos
ACN- Acetonitrilo

AFMC- Analyte focusing by micelle collapse
AINEs- Antiinflamatorios no esteroideos

CDs- Ciclodextrinas

CE- Electroforesis capilar

CF- Counter-flow

CHES- Acido 2-ciclohexilamino etanosulfénico
CNTs- Nanotubos de carbono

CPE- Cloud point extraction

CZE- Electroforesis capilar por zonas

CW- Carbowax

BGE- Electrélito de separacién

BP-3- Benzofenona-3

CTAB- Bromuro de hexadeciltrimetilamonio
DAD- Detector de diodos en linea

DCM- Diclorometano

DHB- 2,4-dihidroxibenzofenona



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
ESTRATEGIAS DE PRECONCENTRACION COMBINADAS IN-LINE CON LA ELECTROFORESIS CAPILAR
Alejandro Garcia Vazquez

192 | Anexo |

DHMB- 2,2-dihidroxi-4-metoxibenzofenona

DI- Inmersion directa

DLLME- Dispersive liquid-liquid microextraction
DMSO- Dimetilsulféxido

DVB- Divinilbenceno

EDAR- Estacién depuradora de aguas residuales
EDC- Compuestos disruptores endocrinos

EKI- Inyeccidn electrocinética

EKS- Electrokinetic supercharging

EMA- Agencia de Medicamentos Europea

EOC- Contaminantes organicos emergentes
EOF- Flujo electroosmético

ESI- lonizacion de electrospray

FASI- Field amplified simple injection

FASS- Field amplified simple stacking

GC- Cromatografia de gases

HCI- Acido clorhidrico

HDI- Inyeccidn hidrodindamica

HS- Espacio de cabeza

ID- Didmetro interno
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IL- Liquido idnico

ITP- Isotacoforesis

LC- Cromatografia liquida

LE- Electrdlito lider

LLE- Extraccién liquido- liquido

LOD- Limite de deteccidn

LOQ- Limite de cuantificacién

LPME- Microextraccion en fase liquida
LVSS- Large volumen sample stacking

LVSEP- Large volume sample stacking with matrix removal by an EOF
pump

MALDI- Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization

MDMA- 3,4-metilendioximetanfetamina

ME- Microextraccidn

MEECK- Microemulsion electrocinetic capillary chromatography
MECK- Micellar electrokinetic chromatography

MeOH- Metanol

MIPs- Molecularly imprinted polymers

MS- Espectrometria de masas

MSPE- Magnetic solid-phase extraction

MTBE- Eter metil terbutilico
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NACE- Electroforesis capilar no acuosa

NaCl- Cloruro de sodio

NaOH- Hidroxido de sodio

NPS- Nuevas sustancias psicoactivas

ODTS- Octadeciltrimetoxilano

PA- Poliacrilato

PAEKI- Pressure assisted electrokinetic injection
PCPs- Productos de higiene y cuidado personal
PDMS- Polidimetilsiloxano

PFOA- Acido perfluorooctanico

PGDA- Diacetato de propilenglicol

PLE- Pressurized liquid extraction

PMDSA- Acido 2-fenilbencimidazol-5-sulfénico
PTFE- Politetrafluoroetileno

PVA- Acetato de polivinilo

RSD- Desviacion estandar relativa

SEF- Factores de preconcentracion

SBSE- Stir-bar sorptive extraction

SDME- Single-drop microextraction

SDS- Dodecilsulfato sédico
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SLM- Supported liquid membranes
SPE- Extraccion en fase solida

SPME- Microextraccion en fase sélida
TCA- Acido tricloroacético

TE- Electrdlito terminal

TOF- Time of flight

UV/Vis- Ultravioleta-visible
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