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Resumen

La presente Tesis Doctoral se ha estructurado en dos secciones y un total de 7
capitulos.

La Seccion 1 esta constituida por los Capitulos 1 y 2. En el Capitulo 1 se
muestran las ventajas que presentan los sistemas automatizados en
comparacion con los manuales y se describen diferentes estaciones de trabajo
robéticas empleadas para automatizar (en mayor o menor grado) las técnicas
de microextraccion mas comunes. Ademas, se realiza una discusion en
términos de productividad, comparando de forma general los métodos
automatizados con los manuales. También se lleva a cabo una discusion sobre
el analisis secuencial de las muestras, el acoplamiento en linea de la etapa de
extraccion con la de medida instrumental, la portabilidad y las consideraciones
econdmicas de los sistemas robdéticos.

Respecto al Capitulo 2, se presentan y se explican las principales herramientas
métricas que se han desarrollado hasta el momento para la evaluacion del
impacto ambiental de los métodos analiticos, haciendo hincapié en aquellas que
se centran en la etapa de tratamiento de muestra. Entre todas ellas, se ha
seleccionado la herramienta Analytical Greenness Metric for Sample
Preparation (AGREEprep) para llevar a cabo una comparacion del impacto
ambiental de la etapa de tratamiento de muestra entre métodos que emplean
técnicas de extraccién convencionales y técnicas de microextracciéon. Para ello,
se han seleccionado diferentes métodos publicados, evidenciando que el
impacto ambiental de los métodos que emplean técnicas de microextraccion es
menor.

En la Seccidn 2 se describen los métodos analiticos desarrollados como parte
de los resultados obtenidos, y su discusién. En el Capitulo 3, se presenta un
método analitico para llevar a cabo la determinacién de dos biomarcadores de
estrés oxidativo (8-hidroxi-2’-deoxiadenosina (80HdA) vy 8-hidroxi-2’-
deoxiguanosina (80HdG)) en saliva empleando extraccion en fase sélida
dispersiva asistida por disolvente (Solvent-Assisted Dispersive Solid-Phase
Extraction, SA-DSPE) como etapa de limpieza de la muestra, seguida de
cromatografia de liquidos acoplada a espectrometria de masas en tandem
(Liquid Chromatography-Tandem Mass Spectrometry, LC-MS/MS). Como
material sorbente se emplea un polimero comercial de balance hidrofilico-
lipofilico (Hydrophilic-Lipophilic Balance, HLB). Ademas, se lleva a cabo el
analisis de saliva de voluntarios sanos y de personas que padecen diabetes tipo
I, obteniéndose mayores concentraciones de los analitos para estas ultimas.

En cuanto al Capitulo 4, se continta con la determinaciéon de 8OHdA y 8OHdG
en saliva desarrolldandose un método con mejores prestaciones que las
obtenidas en el capitulo anterior. Para llevar a cabo la extraccion de los analitos
se emplea microextraccion dispersiva por sorcidon sobre barra agitadora
miniaturizada (Miniaturized Stir Bar Sorptive Dispersive Microextraction,
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mSBSDME) haciendo uso de una plataforma de 15 posiciones impresa en 3D.
Como sorbente se utilizada un material magnético que combina sinérgicamente
las propiedades quimicas de la polidopamina (PDA) y los puntos cuanticos de
grafeno (Graphene Quantum Dots, GQDs). Ademas, se incluye un patrdn
surrogado que permite emplear calibraciéon externa para la cuantificacion de los
analitos en las muestras, eliminando asi la principal desventaja del método
presentado en el Capitulo 3, que requiere el empleo de calibracién por adicion
de patron. El método se ha aplicado a muestras de voluntarios sanos y de
personas que padecen diabetes tipo I, obteniéndose mayores concentraciones
de los analitos para estas ultimas.

Respecto al Capitulo 5, se presenta un método basado en mSBSDME para
llevar a cabo la extraccién de siete bisfenoles en muestras de suero y orina.
Como sorbente se emplea un material magnético basado en una red organica
covalente (Covalent Organic Framework, COF), estableciendo interacciones
tipo 11-11, hidrofébicas y dipolo-dipolo con los analitos. Previa a la etapa de
microextraccion, se realiza una etapa de enzimdlisis para desconjugar los
bisfenoles y poder determinar su contenido total. La medida instrumental se
realiza mediante LC-MS/MS. Finalmente, se lleva a cabo el analisis de muestras
de suero y orina de mujeres, hallandose dos de los bisfenoles en la mayoria de
las muestras analizadas.

En el Capitulo 6 se desarrolla un método analitico para la determinacién de dos
acilcarnitinas de cadena corta (isobutiril-L-carnitina (isoC4) y valeril-L-carnitina
(C5)) en suero, las cuales son biomarcadores de cancer de vejiga. Como técnica
de microextraccion se emplea mSBSDME utilizando un material magnético
conteniendo un intercambiador catiénico fuerte (Strong Cation Exchange, SCX)
como sorbente. Este composite interacciona con la amina cuaternaria presente
en la estructura de los analitos mediante interacciones i6nicas. En esta ocasion,
para llevar a cabo la mSBSDME se emplea una plataforma de 96 posiciones
impresa en 3D, dotando al método de una elevada productividad. Como técnica
instrumental se ha escogido LC-MS/MS. El método se ha aplicado a muestras
reales, determinandose ambos analitos en todas ellas.

Finalmente, en el Capitulo 7 se describe una estacién de trabajo robdtica
controlada mediante software de cdédigo abierto que permite llevar a cabo la
microextraccion en fase soélida en muestras de bajo volumen de forma
semiautomatizada. Esta plataforma esta compuesta por dispositivos
electrénicos de bajo coste convenientemente ensamblados en una carcasa
impresa en 3D. Como prueba de concepto se lleva a cabo la determinacion de
tres acilcarnitinas de cadena larga en muestras de suero de recién nacidos.
Como fase de extraccion se emplea un material magnético conteniendo acido
oleico como sorbente. La determinacion instrumental de los analitos se realiza
mediante analisis por inyeccion en flujo acoplado a espectrometria de masas en
tdndem (Flow Injection Analysis-Tandem Mass Spectrometry, FIA-MS/MS). El
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método se ha aplicado a muestras de suero de recién nacidos, determinandose
los tres analitos en todas ellas.
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Resum

La present Tesi Doctoral s’ha estructurat en dos seccions i un total de 7 capitols.

La Seccid 1 esta constituida pels Capitols 1 i 2. En el Capitol 1 es mostren els
avantatges que presenten els sistemes automatitzats en comparacié amb els
manuals i es descriuen diferents estacions de treball robotitzades emprades per
automatitzar (en major o menor grau) les técniques de microextraccion més
comunes. A més, es realitza una discussi6 en termes de productivitat,
comparant de forma general els métodes automatitzats amb els manuals.
També es du a terme una discussio sobre 'analisi sequiencial de les mostres,
'acoblament en linia de I'etapa d’extracci6 amb la mesura instrumental, la
portabilitat i les consideracions econdmiques dels sistemes robotics.

Respecte al Capitol 2, es presenten i s'expliquen les principals ferramentes
meétriques que s'han desenvolupat fins al moment per a l'avaluacié de I'impacte
ambiental dels métodes analitics, recalcant aquelles que es centren en l'etapa
de tractament de la mostra. Entre totes elles, s’ha seleccionat la ferramenta
Analytical Greenness Metric for Sample Preparation (AGREEprep) per a dur a
terme una comparacio de l'impacte ambiental de I'etapa de tractament de mostra
entre métodes que empren técniques d'extraccid convencionals i técniques de
microextraccié. Amb aquesta finalitat, s’han seleccionat diferents métodes
publicats, establint-se que l'impacte ambiental dels métodes que empren
técniques de microextraccio és menor.

A la Seccié 2 es descriuen els métodes analitics desenvolupats com a part dels
resultats obtinguts, i la seua discussi6. Al Capitol 3, es presenta un métode
analitic per dur a terme la determinacioé de dos biomarcadors d'estrés oxidatiu
(8-hidroxi-2’deoxiadenosina (80OHdA) i 8-hidroxi-2’-deoxiguanosina (80HdG))
en saliva emprant extraccié en fase solida dispersiva assistida per dissolvent
(Solvent-Assisted Dispersive Solid-Phase Extraction, SA-DSPE) com a etapa de
neteja de la mostra, seguida de cromatografia de liquids acoblada a
espectrometria de masses en tandem (Liquid Chromatography-Tandem Mass
Spectrometry, LC-MS/MS). Com a material sorbent s’empra un polimer
comercial de balang hidrofilic-lipofilic (Hydrophilic-Lipophilic Balance, HLB) . A
més, es du a terme l'analisi de saliva de voluntaris sans i de persones que
pateixen diabetis tipus I, obtenint-se majors concentracions dels analits per a
estes ultimes.

Al Capitol 4 es continua amb la determinacié de 80OHdA i 80HdG en saliva
desenvolupant-se un métode amb millors prestacions que les obtingudes en el
capitol anterior. Per a dur a terme I'extraccié dels analits s’empra microextraccié
dispersiva per sorci6 sobre barra agitadora miniaturitzada (Miniaturized Stir Bar
Sorptive Dispersive Microextraction, nSBSDME) fent Us d’una plataforma de 15
posicions impresa en 3D. Com a sorbent s'utilitza un material magnétic que
combina sinérgicament les propietats quimiques de la polidopamina (PDA) i els
punts quantics de grafé (Graphene Quantum Dots, GQDs). A més, s’inclou un
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patré surrogat, que permet emprar calibratge extern per a la quantificacié dels
analits a les mostres, eliminant aixi el principal desavantatge del métode
presentat al Capitol 3, el qual requereix emprar calibrat per adicié de patré. El
meétode s’ha aplicat a mostres de voluntaris sans i de persones que pateixen
diabetis tipus Il, obtenint-se majors concentracions dels analits per a estes
ultimes.

Respecte al Capitol 5, es presenta un metode basat en mSBSDME per a dur a
terme I'extraccié de set bisfenols en mostres de sérum i orina. Com a sorbent
s’empra un material magneétic basat en una xarxa organica covalent (Covalent
Organic Framework, COF), establint interacciones tipus -1, hidrofobiques i
dipol-dipol amb els analits. Prévia a l'etapa de microextraccio, es realitza una
etapa d’enzimolisi per a desconjugar els bisfenols i poder determinar el seu
contingut total. La mesura instrumental es realitza mitjangant LC-MS/MS.
Finalment, es du a terme I'analisi de mostres de sérum i orina de dones, trobant-
se dos dels bisfenols en la majoria de les mostres analitzades.

Al Capitol 6 es desenvolupa un métode analitic per determinar dos acilcarnitines
de cadena curta (isobutiril-L-carnitina (isoC4) i valeril-L-carnitina (C5)) en sérum,
les quals son biomarcadors de cancer de bufeta. Com a técnica de
microextraccié s’empra mSBSDME, utilitzant un material magnétic contenint un
bescanviador cationic fort (Strong Cation Exchange, SCX) com a sorbent. Este
composit interacciona amb l'amina quaternaria present en l'estructura dels
analits mitjangant interaccions ioniques. En esta ocasio, per a dur a terme la
mSBSDME s’empra una plataforma de 96 posicions impresa en 3D, dotant al
meétode d'una elevada productivitat. Com a técnica instrumental s’ha triat LC-
MS/MS. El metode s’ha aplicat a mostres reals, determinant-se els dos analits
en totes elles.

Finalment, al Capitol 7 es descriu una estacio robotica de treball controlada
mitjancant software de codi obert, la qual permet dur a terme la microextraccié
en fase solida dispersiva en mostres de baix volum de manera
semiautomatitzada. Esta estacidé esta composta per dispositius electronics de
baix cost convenientment acoblats en una carcassa impresa en 3D. Com a prova
de concepte es du a terme la determinacié de tres acilcarnitines de cadena llarga
en mostres de sérum de nounats. Com a fase d'extraccié s’empra un material
magnetic contenint acid oleic com a sorbent. La determinacid instrumental dels
analits es realitza mitjangant analisi per injeccio en flux acoblat a espectrometria
de masses en tandem (Flow Injection Analysis-Tandem Mass Spectrometry,
FIA-MS/MS). El métode s’ha aplicat a mostres de nounats, determinant-se els
tres analits en totes elles.
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Abstract

This Doctoral Thesis has been structured in two sections and a total of 7
chapters.

Section 1 consists of Chapters 1 and 2. In Chapter 1 the advantages of the
automated systems over manual systems are proved and different robotic
workstations used to automate (to a greater or lesser degree) the most common
microextraction techniques are described. In addition, a discussion is held in
terms of productivity, comparing automated methods with manual ones in a
general way. Furthermore, a discussion on the sequential analysis of the
samples, the on-line coupling of the extraction stage with the instrumental
measurement stage, portability and economic considerations of robotic systems
is also held.

Chapter 2 presents and explains the main metric tools that have been developed
to date for assessing the environmental impact of analytical methods, with an
emphasis on those that focus on the sample treatment stage. Among these, the
Analytical Greenness Metric for Sample Preparation (AGREEprep) tool has been
selected to compare the environmental impact of the sample treatment stage
between methods that use conventional extraction techniques and
microextraction techniques. To this regard, different published methods have
been selected, evidencing that the environmental impact of methods using
microextraction techniques is lower.

Section 2 describes the developed analytical methods, the obtained results, and
their discussion. In Chapter 3, a method to determine two oxidative stress
biomarkers (8-hydroxy-2'-deoxyadenosine (80OHdA) and 8-hydroxy-2'-
deoxyguanosine (80HdG)) in saliva using solvent-assisted dispersive solid-
phase extraction (SA-DSPE) as cleaning step, followed by liquid
chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) is presented. A
commercial hydrophilic-lipophilic balance (HLB) polymer is used as sorbent
material. In addition, saliva samples from healthy volunteers and people with
type Il diabetes are analyzed, obtaining higher concentrations of the analytes for
the latter.

In Chapter 4, the determination of 8OHdA and 80HdG in saliva is also carried
out but with better features than the ones obtained in the previous chapter. To
extract the analytes, miniaturized stir bar sorptive dispersive microextraction
(mSBSDME) is used on a 15-position 3D-printed platform. A magnetic material
that synergistically combines the chemical properties of polydopamine (PDA)
and graphene quantum dots (GQDs) is used as sorbent. In addition, a surrogate
standard is included, allowing external calibration to be used for the
quantification of analytes in the samples, thus eliminating the main disadvantage
of the method presented in Chapter 3, which requires the employment of a
standard addition calibration. The method has been applied to samples from
healthy volunteers and people with type |l diabetes, obtaining higher
concentrations of analytes for the latter.
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Abstract

With regard to Chapter 5, a method based on mSBSDME is developed to extract
seven bisphenols from serum and urine samples. A magnetic material based on
a covalent organic framework (COF) is selected as sorbent, establishing -,
hydrophobic, and dipole-dipole interactions with the analytes. Prior to the
microextraction stage, an enzymolysis step is carried out to deconjugate the
bisphenols and determine their total content. The instrumental measurement is
performed using LC-MS/MS. Finally, serum and urine samples from women are
analyzed, founding two of the bisphenols in most of the samples.

In Chapter 6, an analytical method for the determination of two short-chain
acylcarnitines (isobutyryl-L-carnitine (isoC4) and valeryl-L-carnitine (C5)) in
serum, which are biomarkers of bladder cancer, is presented. The mSBSDME is
used as microextraction technique, employing a magnetic material containing a
strong cation exchange (SCX) sorbent. This composite interacts with the
quaternary amine present in the structure of the analytes through ionic
interactions. On this occasion, a 3D-printed 96-position platform is used to
perform the mSBSDME, obtaining a high throughput method. LC-MS/MS has
been chosen as the instrumental technique. The method has been applied to
real samples, determining both analytes in all of them.

Finally, Chapter 7 describes the development of a robotic workstation controlled
by open-source software that allows for semi-automated sorbent-based
dispersive microextraction in low-volume samples. This platform consists of low-
cost electronic devices conveniently assembled in a 3D-printed casing. As a
proof of concept, three long-chain acylcarnitines are determined in serum
samples from newborns. A magnetic material containing oleic acid is used as a
sorbent for the extraction step. The instrumental determination of the analytes is
performed by flow injection analysis-tandem mass spectrometry (FIA-MS/MS).
The method has been applied to real samples from newborns, determining the
three analytes in all of them.
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Objetivos

El objetivo general de esta Tesis Doctoral es el desarrollo de métodos analiticos
para la determinacién de biomarcadores en muestras biolégicas mediante el
empleo de técnicas de microextraccion en la etapa de tratamiento de muestra.

Para lograr este objetivo general, se han fijado los siguientes objetivos
especificos:

e Desarrollar métodos analiticos de elevada productividad y/o
(semi)automatizados que empleen un bajo volumen de muestra, siendo utiles
en el analisis clinico rutinario

e Sintetizar y caracterizar materiales magnéticos capaces de extraer los
analitos de las muestras

e Optimizar las variables implicadas en la medida instrumental y en el proceso
de microextraccion para obtener la mayor sensibilidad posible

e Validar los métodos desarrollados en términos de linealidad, sensibilidad,
precision y exactitud

e Aplicar los métodos desarrollados al analisis de muestras reales

e Evaluar el impacto ambiental y la viabilidad de los métodos desarrollados
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Capitulo 1

1.1. Técnicas de microextraccion en Quimica Analitica y
automatizacién

El area de la Quimica Analitica esta en constante desarrollo y evolucion con la
finalidad de cubrir las demandas que presenta la sociedad en cada momento.
Desde hace unas décadas, la preocupacion sobre el impacto ambiental ha
aumentado en la sociedad y por consiguiente se ha visto reflejado en el campo
de la Quimica Analitica, por lo que los métodos analiticos a desarrollar buscan
cumplir con los requisitos ambientales actuales. Con este propdsito, se han
enunciado diferentes principios que sirven de guia para que los investigadores
desarrollen métodos con el menor impacto ambiental posible. De este modo, en
2013 Namiesnik y colaboradores presentaron los 12 principios de la Green
Analytical Chemistry (GAC) [1], basados en los 12 principios de la Green
Chemistry [2] aplicados a los procesos analiticos. Mas adelante, en 2021,
Pawliszyn y colaboradores presentaron el concepto de White Analytical
Chemistry (WAC) [3], que puede considerarse como una extension de la GAC,
pero con una mayor contribucion en términos de desarrollo sostenible. Ademas,
la WAC presenta una vision mas holistica considerando la funcionalidad
(evaluada de acuerdo con los “principios azules”) del método desarrollado para
alcanzar un compromiso entre el rendimiento analitico (evaluado de acuerdo
con los “principios rojos”) y el impacto ambiental (evaluado de acuerdo con los
“principios verdes”). Los pilares fundamentales de los “principios verdes” de la
WAC promueven la eliminacion o reduccién del uso de sustancias quimicas, la
minimizacién del consumo de energia y generacidon de residuos, la
automatizacion y el incremento de la productividad y la seguridad del operador.
Todos estos conceptos son necesarios para el desarrollo de metodologias de
bajo impacto ambiental, sin dejar de lado que se debe garantizar un buen
rendimiento analitico. Teniendo en cuenta estos principios, siempre que sea
posible se prefiere realizar andlisis directos. Sin embargo, en muchas ocasiones
la etapa de preparacion de muestra no se puede evitar debido a la complejidad
de la matriz o la necesidad de preconcentrar los analitos para alcanzar la
sensibilidad requerida. En este sentido, un grupo internacional de investigadores
presentaron recientemente los 10 principios de la Green Sample Preparation
(GSP) [4], basados en los principios de la GAC pero enfocados a la etapa de
preparaciéon de muestra, asumiéndose, de entrada, la necesidad de la misma.

Con la finalidad de disminuir el impacto ambiental de la etapa de tratamiento de
muestra surgieron las técnicas de microextraccion como alternativas a las
técnicas de extraccion clasicas (la extraccion liquido-liquido (Liquid-Liquid
Extraction, LLE) y la extraccion en fase sdlida (Solid-Phase Extraction, SPE)).
En este sentido, en 1990 se presenté la microextraccion en fase sélida (Solid-
Phase Microextraction, SPME) [5] como primera técnica de microextraccion.
Desde entonces, se han desarrollado una elevada variedad de técnicas de
microextraccion tanto en fase sélida como en fase liquida [6]. Asimismo, las
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técnicas de microextraccion han seguido la tendencia de miniaturizar el sistema
analitico con la finalidad de explotar sus ventajas, como son el menor consumo
de reactivos y disolventes; la menor produccién de residuos; la mayor
sensibilidad, rapidez y portabilidad; y el menor consumo de energia [7]. Ademas,
estas técnicas de extraccion ya miniaturizadas han evolucionado hacia un
mayor grado de miniaturizacidon prestando un mayor énfasis tanto en la
reduccioén de la cantidad de fase extractante como de muestra. Esta evolucién
ha conducido a una nueva generacidon de técnicas mas alla de la
microextraccién, las cuales han sido acufadas como técnicas de
“ultramicroextraccion” [8], evidenciando los avances en este campo hacia una
preparacion de muestra mas sostenible y con un menor impacto ambiental.

A pesar de esta gran cantidad de ventajas sobre las técnicas de extraccion
convencionales, algunas técnicas de microextraccién todavia requieren de
etapas manuales tediosas, lo cual conlleva un elevado consumo de tiempo, asi
como posibles errores humanos. Sin embargo, los laboratorios en los que se
procesa un elevado numero de muestras diariamente, como son los laboratorios
clinicos, requieren de metodologias reproducibles y eficientes.

En este sentido, la automatizacién puede ser una solucion eficaz ya que permite
obtener procedimientos mas rapidos y seguros, ofreciendo resultados mas
precisos y exactos. Ademas, como se discutird posteriormente, los
procedimientos automatizados también pueden suponer una ventaja econémica
[9]. Debe también considerarse que la automatizacion es uno de los principales
criterios de la WAC y GSP.

De este modo, se pueden obtener procedimientos mas rapidos en comparacion
con los manuales, ya que los sistemas automatizados, generalmente, son
capaces de realizar las tareas operativas de forma mas rapida que los humanos.
Ademas, algunos sistemas automatizados son capaces de operar durante
largos periodos de forma ininterrumpida (durante la noche o varios dias),
incrementando la productividad [10,11]. Esta habilidad es de especial
relevancia en entornos en los que existe una elevada carga de trabajo y se
requiere tratar muchas muestras en poco tiempo.

Respecto a la seguridad de los procedimientos, la cantidad de reactivos téxicos
empleados se ha reducido progresivamente, siguiendo las tendencias antes
nombradas, y estos han sido sustituidos por alternativas con un menor grado de
toxicidad o incluso nulo [12]. Sin embargo, su uso todavia se requiere en
determinados casos, en los que solo pueden ser manipulados por personal
cualificado. Incluso si se adoptan las medidas necesarias de seguridad, no se
elimina totalmente el riesgo a su exposicidon y, por tanto, a desarrollar algun
problema de salud. En este sentido, un mayor grado de automatizacion implica
una menor intervencion del operador, reduciendo el contacto con reactivos
téxicos vy, por tanto, aumentando la seguridad del procedimiento. Ademas,
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algunos procedimientos automatizados se pueden realizar en sistemas
herméticos, de forma que el Unico contacto del operador con los reactivos es
cuando estos se introducen en los correspondientes recipientes en caso de que
esta etapa no esté automatizada, reduciendo drasticamente la exposicion
humana.

A pesar de que los procedimientos analiticos los llevan a cabo profesionales
expertos, se pueden producir errores involuntarios [11]. Durante estos
procedimientos existen diferentes tareas operativas como la adiciéon de
volumenes exactos, el preciso control del tiempo de una etapa o de la posicion
de un elemento, que pueden ser una fuente de errores inintencionados,
conduciendo a resultados imprecisos o inexactos. Ademas, en ciertas ocasiones
el volumen de muestra puede ser limitado debido a su naturaleza, no
disponiendo de suficiente cantidad para repetir el analisis en caso de que ocurra
cualquier error. Por ello, se debe asegurar la correcta ejecuciéon del
procedimiento. En este sentido, los sistemas totalmente automatizados permiten
obtener procedimientos mas exactos y precisos en comparacion con los
manuales, garantizando mejores resultados. Esto se debe a que pueden
controlar de forma exacta y precisa diferentes parametros tales como el tiempo,
la temperatura o la velocidad de agitacion, o acciones como la toma o adicidon
de volumenes exactos, aportando consistencia a los andlisis de diferentes
tandas de muestras [11]. Ademas, algunos sistemas automatizados de
microextraccion permiten acoplar la etapa de tratamiento de muestra con la
medida instrumental, pudiendo realizar el procedimiento analitico en su totalidad
de forma automatizada.

Respecto al aspecto econdmico, dado que los sistemas automatizados permiten
obtener procedimientos mas rapidos, se pueden tratar mas muestras por unidad
de tiempo, conllevando beneficios econdmicos. Ademas, estos sistemas
también permiten ahorrar en cuanto a gastos en personal [9].

El objetivo de este capitulo es describir las diferentes estaciones de trabajo
robéticas que se han desarrollado para la automatizacion del procedimiento de
tratamiento de muestra empleando las principales técnicas de microextraccion.
Sin embargo, las técnicas de microextraccién no se han descrito en si, dado que
ya han sido ampliamente descritas en diversas tesis doctorales presentadas por
el grupo de investigacion en el que se ha realizado la presente Tesis Doctoral
[13-15]. De entre todos los sistemas disponibles para llevar a cabo la
automatizacion de la etapa de extraccion, en este capitulo Unicamente se han
considerado las estaciones de trabajo roboéticas. En este sentido, se ha
considerado como estacion de trabajo robodtica aquellos sistemas en los que
todos sus componentes estan integrados en un solo médulo. De este modo, se
han dejado a un lado las técnicas en flujo, las cuales comprenden un rango de
técnicas desde el analisis por inyeccioén en flujo (Flow Injection Analysis, FIA) o
secuencial (Sequential Injection Analysis, SIA) hasta los sistemas microfluidicos

31



Capitulo 1

mas recientes [16]. Ademas, se ha realizado una comparacion en términos
generales con procedimientos manuales en aspectos tales como la
productividad, la intervencion del operador, el acoplamiento con la medida
instrumental, la economia y la portabilidad.

1.2. Sistemas robéticos para la automatizacidon de técnicas de
microextracciéon basadas en sorbentes

1.2.1. Microextraccion en fase sdlida

La SPME surgié en 1990 [5] revolucionando el campo del tratamiento de
muestra. En su configuracién original, una fibra unida a un émbolo de jeringa se
introducia en un vial conteniendo la muestra y se agitaba durante un tiempo. A
continuacion, la fibra se retraia al interior de la jeringa y se transferia al puerto
de inyeccion del sistema de cromatografia de gases (Gas Chromatography, GC)
para la desorcion térmica de los analitos. Alternativamente, en posteriores
aplicaciones de la técnica, tras la extraccién, la fibra se insertaba en un vial
conteniendo un disolvente adecuado y se agitaba para llevar a cabo la desorcion
liquida de los analitos, y a continuacién se inyectaba parte del extracto liquido
en el instrumento analitico. Ademas, también se realizaron modificaciones en la
extraccion, pudiendo situar la fibra en el espacio de cabeza de la muestra en
lugar de en contacto con ella.

La primera version de esta técnica en la que se empleaba una estacién de
trabajo robdtica fue desarrollada por Pawliszyn y colaboradores [17]. Para ello,
se reemplazd la aguja del inyector de un automuestreador comercial de GC por
la fibra de SPME y se situé un agitador magnético en posicién vertical en el lugar
del vial de lavado. Ademas, la bandeja de viales tenia la habilidad de moverse
hacia delante y hacia atras. Para llevar a cabo el procedimiento de extraccion,
todos los viales conteniendo las muestras, con un iman en su interior, se
posicionaron manualmente en la bandeja. A partir de este punto, todas las
etapas se realizaron automaticamente. La bandeja se movio con la finalidad de
situar el primer vial debajo de la fibora de SPME y a 3 cm del agitador, que se
mantenia siempre encendido. A continuacion, la fibra se inserté en el vial a la
profundidad deseada. Una vez terminada la etapa de extraccion, la fibra se
insertd en el inyector del GC para llevar a cabo la desorcion térmica de los
analitos. A pesar de que el procedimiento estaba totalmente automatizado, el
sistema no permitia controlar la temperatura de los viales, de forma que no era
posible llevar a cabo la version en espacio de cabeza de la técnica o controlar
la temperatura en inmersién directa en caso de que fuera necesario.

Respecto a dispositivos no comerciales, Santos-Neto y colaboradores
desarrollaron ellos mismos un robot cartesiano de bajo coste controlado por el
software de cédigo abierto Arduino (Figura 1.1a) [18,19]. El sistema consiste

32



Capitulo 1

basicamente en un brazo vertical y una plataforma horizontal, permitiendo el
movimiento en los ejes x, y y z mediante motores de paso a paso y tornillos de
bolas. Respecto al brazo vertical, este esta compuesto por un controlador de
jeringa, pudiéndose mover en el eje y para llevar a cabo cualquier etapa que
consistiera en una transferencia de liquidos. Ademas, este contiene una valvula
solenoide conectada a un instrumento de cromatografia de liquidos (Liquid
Chromatography, LC) permitiendo el analisis en linea después de la extraccion.
En el caso de la plataforma horizontal (que tiene la capacidad de moverse en el
eje x), sobre ella se situan los viales conteniendo las muestras, asi como otra
instrumentacion requerida como por ejemplo agitadores magnéticos. Esta
plataforma también se ha empleado para la microextraccion en gota (Single-
Drop Microextraction, SDME) (Seccion 1.3.1) y para la microextraccion en fase
liquida con fibra hueca (Hollow-Fiber Liquid-Phase Microextraction, HF-LPME)
(Seccion 1.3.2). Para llevar a cabo el procedimiento basado en SPME, el
material sorbente se dispone recubriendo la superficie de la aguja de la jeringa.
Los viales conteniendo las muestras y un iman en su interior, asi como los
disolventes de lavado y desorcion, se sitian encima de un agitador magnético
que esta sobre la plataforma horizontal. Una vez finalizado el procedimiento de
extraccion, el extracto liquido se inyecta automaticamente en el instrumento de
medida.

En los sistemas descritos hasta el momento se requiere de imanes para agitar
la muestra en el proceso de extraccion. Sin embargo, su introduccion en los
viales, asi como su lavado, se realiza manualmente. Este inconveniente no esta
presente en el método desarrollado por Kojima y colaboradores en 2002
empleando un automuestreador que permite la agitacion de la bandeja de
muestras en lugar de la agitacion magnética mediante imanes [20]. De este
modo, no se requiere introducir el iman ni su posterior lavado después de la
extraccion, mejorando la automatizacion del procedimiento. Ademas, se puede
controlar la temperatura de la extraccién mediante calentamiento de la muestra,
permitiendo la versidon en espacio de cabeza. Para mejorar el control de la
temperatura, se implementé posteriormente una mejora que permite tanto
calentar como enfriar la muestra (Figura 1.1b) [21].

Con la finalidad de automatizar el procedimiento analitico en su totalidad y no
solo la etapa de microextraccioén junto con la de medida instrumental, se empled
un sistema Twin PAL de CTC que contiene dos brazos robdéticos (Figura 1.1c)
para llevar a cabo la SPME [22]. Por un lado, el brazo encargado de la
preparaciéon de la muestra consiste en una jeringa, la cual permite preparar
disoluciones patron, llevar a cabo diluciones y afiadir el agente derivatizante en
el vial de la muestra. Por otro lado, el brazo de inyeccién contiene la fibra de
SPME. Ambos brazos pueden transportar viales ya que disponen de una
plataforma magnética para ello. El sistema estda compuesto de un calentador
para fibras, dos agitadores con calefaccidon para muestras, una bandeja para
viales, asi como otra para enfriar estos y una estacion de lavado. Ambos brazos
tienen acceso a todos estos compartimentos y estan situados encima de ellos.
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Ademas, el sistema es capaz de realizar el lavado de la jeringa automaticamente
para prevenir la contaminacién cruzada.

Con la intencion de aumentar la productividad en la etapa de tratamiento de
muestra, Pawliszyn y colaboradores desarrollaron un método de SPME
automatizado que es capaz de llevar a cabo la extraccidon de 96 muestras
simultaneamente (Figura 1.1d) [23]. En este sistema se emplea desorcion
liquida de los analitos, por lo que es compatible tanto con LC como con GC. La
estacion de trabajo robdtica consiste principalmente de tres brazos robdticos
controlados mediante software. La funcién de cada brazo es la siguiente: (i)
controlar el dispositivo de 96 fibras y posicionarlo en el lugar adecuado para
llevar a cabo las etapas de extraccion y desorcion; (ii) sistema de evaporacion
mediante flujo de nitrégeno; (iii) dispensar los volumenes requeridos con una
jeringa de 250 pL en la placa de 96 pocillos y realizar la inyeccion en el
instrumento analitico. Este sistema emplea agitacién orbital en las etapas de
extraccion y desorcién. Ademas, es capaz de adicionar la cantidad requerida de
disolucién de patrén interno, controlar la agitacién y llevar a cabo la evaporacion
y reconstitucion de los extractos. De este modo todo el procedimiento analitico
se realiza de forma automatizada.

1.2.2. Extraccién en fase sélida dispersiva

La extraccién en fase soélida dispersiva (Dispersive Solid-Phase Extraction,
DSPE) se presentd en 2003 por Anastassiades y colaboradores [24]. Esta
técnica consiste en la dispersion del material sorbente en la muestra para
extraer los compuestos de interés. A continuacién, el sorbente se recolecta
mediante centrifugacién, descartando la fase dadora y afiadiendo el disolvente
de desorcion, dispersando el sorbente en este ultimo. Finalmente, el sorbente
se recolecta de igual modo que en la etapa previa y el disolvente de desorcion
se inyecta en el instrumento analitico. En el caso de que se empleen sorbentes
magnéticos, las propiedades paramagnéticas de estos materiales permiten su
separacion con respecto a la muestra o el disolvente de desorcidon mediante la
aplicacién de un campo magnético externo con un iman [25].
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Figura 1.1. a) Robot cartesiano no comercial [18,19]; b) Automuestreador
comercial compuesto de: (A) brazo de preparacion/inyeccién; (B) bandeja de
muestras; (C) calefactor de aguja; (D) calefactor/agitador [21]; c) Representacion
esquematica del sistema de dos brazos: (1) agitador/calefactor de la muestra; (2)
calefactor de la fibra; (3) bandeja de enfriado para viales; (4) bandeja de viales;
(5) estacioén de lavado; (6) puerto de inyeccion del GC; (7) agitador/calefactor de
la muestra [22]; d) Sistema robotico de tres brazos: (A, B) agitadores orbitales;
(C) controlador del sistema; (D) brazo que contiene el dispositivo con 96 fibras;
(E) dispositivo de 96 fibras; (F) brazo con la jeringa; (G) brazo con el evaporador
[23].

Como parte de esta Tesis Doctoral, se ha desarrollado una estacion de trabajo
robética controlada mediante software de codigo abierto empleando hardware
de bajo coste para llevar a cabo la extraccion de los analitos de muestras de
baja disponibilidad de manera semiautomatizada (Figura 1.2a) [26]. Este
dispositivo se presenta de forma mas detallada en el Capitulo 7. De forma
resumida, la estaciéon de trabajo robdtica opera de forma automatica,
programando los comandos a realizar en lenguaje C++ empleando el software
de cddigo abierto Arduino y ejecutandolos mediante un microcontrolador. Sin
embargo, las etapas que requieren adicionar o retirar liquidos se realizan
manualmente. En primer lugar, el recipiente de extraccién conteniendo el
material magnético se sitia sobre el electroiman. A continuacion, se afiade el
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correspondiente disolvente y el motor CC, el cual tiene un iman acoplado por
medio de un eje, se coloca en la parte superior del recipiente de extraccién
mediante un servomotor (posicidon de trabajo). A continuacién, se enciende el
motor, haciendo girar el iman, dispersando el material en la fase liquida.
Después de un periodo de tiempo definido, se detiene el motor y se mueve a la
posicion de acceso mediante el servomotor. Para la deposicion del material en
la parte inferior del recipiente de extraccion, se activa el electroiman, permitiendo
descartar la fase liquida. Este procedimiento general se repite las veces que sea
necesario con la finalidad de acondicionar el material (en caso de ser necesario)
y llevar a cabo las etapas de extraccion y desorcion. Ademas, se garantiza la
portabilidad del sistema, ya que los elementos de hardware se posicionan en un
soporte impreso en 3D (20.2 x 19.4 x 10.2 cm) y se puede alimentar mediante
una bateria externa de 9 V.

Por otra parte, Zhang y colaboradores han desarrollado un sistema que emplea
un brazo magnético capaz de manipular una barra magnética que se inserta en
una funda, llevando a cabo la DSPE con un sorbente magnético de forma
automatizada (Figura 1.2b) [27]. En este sentido, en el contenedor 1 se
introduce una dispersion del material y a continuaciéon, se sumerge la barra
magnética con la funda, atrayéndose el material sobre la funda. Seguidamente,
el brazo mecanico inserta todo el conjunto en el contenedor 2 que contiene la
muestra, retrayéndose la barra magnética y dispersandose el material mediante
oscilacion de la funda en la disolucion. Posteriormente, el brazo mecanico
posiciona la barra magnética de nuevo en la funda para retraer el material. A
continuacion, el procedimiento se repite en el contenedor 3, conteniendo
también una disolucion de la muestra. Una vez se realiza la extraccion, el
material se lava en el contenedor 4 y después se dispersa como se ha descrito
anteriormente en el disolvente de desorcion presente en el contenedor 5.
Finalmente, el material se retrae sobre la funda, permitiendo tomar el extracto
liquido para su medida instrumental.

Con la finalidad de desarrollar un procedimiento analitico totalmente
automatizado basado en DSPE, Lee y colaboradores emplearon un
automuestreador comercial CombiPAL de CTC Analytics [28]. En este sentido,
en un vial se inserta el material magnético junto con el disolvente de dispersion,
transportandolo a un agitador para asegurar su homogeneidad. A continuacién,
se toma un determinado volumen de esta dispersion mediante la jeringa y se
inyecta en el vial conteniendo la muestra, posicionandolo en el agitador para
dispersar correctamente el material. Una vez finalizada la etapa de extraccion,
el vial se sitia en una bandeja conteniendo un iman para depositar el material
en la parte inferior del vial y permitir retirar la fase dadora. Posteriormente, se
afiade una disolucidon acida para disolver el material magnético, agitando y
controlando la temperatura. Finalmente, el extracto se inyecta en el instrumento
analitico.
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Figura 1.2. a) Esquema de la estacion de trabajo robdtica desarrollada en esta
Tesis Doctoral (vista frontal en la parte izquierda y vista lateral en la parte
derecha) [26]; b) Esquema del sistema que emplea una barra magnética [27].

1.2.3. Microextraccion mediante sorbente empaquetado

En la microextraccion mediante sorbente empaquetado (Microextraction by
Packed Sorbent, MEPS), el sorbente para llevar a cabo la extraccion de los
analitos se sitla en el interior de una jeringa [29]. En este sentido, la muestra se
pasa a través del sorbente un determinado nimero de ciclos, reteniendo asi los
analitos. A continuacion, se repite la misma operacion, pero en este caso con el
disolvente de lavado (en caso de ser necesario) y el disolvente de desorcion,
inyectandose el extracto en el instrumento analitico. Esta técnica se presento de
forma automatizada en su versién original empleando un automuestreador [29].
En concreto, la jeringa del automuestreador se reemplazé por la jeringa que
contiene el sorbente empaquetado. Los viales conteniendo las muestras, asi
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como los disolventes de lavado y desorcion, se situan en la bandeja del
automuestreador. De este modo, una vez lanzada la secuencia el sistema es
capaz de realizar la extraccién y posteriormente inyectar el extracto liquido en
el instrumento de medida. Ademas, la limpieza de la jeringa para evitar una
posible contaminacion cruzada también se realiza de forma automatizada.

Con la finalidad de poder tratar varias muestras en paralelo, aumentando asi la
productividad, Santos-Neto y colaboradores desarrollaron ellos mismos un
automuestreador empleando un robot cartesiano controlado por un software de
cédigo abierto (Figura 1.3) [30]. Este sistema esta equipado con seis jeringas y
cada una de ellas tiene acceso a 8 recipientes distintos situados en una
plataforma horizontal. Los recipientes se utilizan para introducir las muestras y
los disolventes requeridos, y para la recoleccion de los extractos una vez
finalizado el proceso de extraccion. Ademas, cada jeringa puede moverse por la
plataforma horizontal gracias a un microcontrolador que acciona su movimiento.
Los soportes de las jeringas se pueden mover en el eje z, mientras que la
plataforma horizontal se puede mover en el gje x.

Motores de
paso a paso

Controlador del

Brazo vertical - émbolo
Soporte para reactivos Soporte de las
y muestras jeringas
Plataforma Guia de la aguja
horizontal Eje z
Eje x !
= ®

Figura 1.3. Automuestreador cartesiano desarrollado por Santos-Neto y
colaboradores [30].

También se ha descrito otro sistema capaz de llevar a cabo el tratamiento de
diversas muestras simultaneamente empleando MEPS. Este es el caso de un
sistema que tiene capacidad para 96 puntas conteniendo el sorbente, realizando
la extraccidon en todas ellas de forma simultanea [31]. El procedimiento de
extraccion consiste en las siguientes etapas. En primer lugar, las muestras se
sitian en una placa de 96 pocillos. A continuacion, el sistema roboético dotado
de 96 puntas conteniendo el sorbente aspira una cantidad determinada de
muestra. Seguidamente, el sorbente se lava y se hace pasar el disolvente de
desorcion y los extractos se vierten sobre una placa de 96 pocillos para su
analisis instrumental.
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1.2.4. Extraccion en fase soélida miniaturizada

La extraccién en fase sélida miniaturizada (Micro-Solid-Phase Extraction, uSPE)
sigue los mismos principios que la SPE, pero emplea una menor cantidad de
sorbente. En este sentido, el material extractante se encuentra confinado en un
cartucho de dimensiones reducidas, haciendo pasar por este el disolvente de
acondicionamiento, la muestra, el disolvente de lavado y el disolvente de
desorcion mediante la aplicacion de vacio o presién positiva.

Para la automatizacion de esta técnica de microextraccion se ha empleado un
automuestreador PAL HTS de CTC Analytics equipado con una jeringa de 100
ML, tres bandejas para viales y una valvula de inyeccién [32]. Este sistema solo
permite el tratamiento de una muestra simultaneamente. Sin embargo, la
inyeccién del extracto se realiza de forma automatizada. Ademas, se puede
llevar a cabo la medida instrumental de una muestra mientras la siguiente se
somete al procedimiento de extraccion.

Con la finalidad de obtener una elevada productividad, se ha empleado también
un sistema de placas de 96 pocillos [33]. La estacion robdtica utilizada es capaz
de transferir liquidos mediante un brazo roboético de 8 canales y esta compuesta
por un agitador de pocillos, un médulo de vacio y un brazo de manipulacion de
placas. Para llevar a cabo el procedimiento de extraccion, en primer lugar, se
afiade el volumen deseado de patrén interno a las muestras. A continuacion, el
sorbente se acondiciona haciendo pasar el correspondiente disolvente por el
cartucho mediante la aplicacion de vacio. Seguidamente, se realiza la carga de
las muestras, asi como la etapa de lavado. Finalmente, se afiade el disolvente
de desorcion y los extractos se vierten sobre una placa de 96 pocillos,
cubriéndolos manualmente con tapones y transfiriéndolos al sistema de LC. A
pesar de que las plataformas de 96 posiciones estan disefiadas para obtener
métodos con una elevada productividad, Laurell y colaboradores consiguieron
incrementarla todavia mas empleando un sistema roboético con capacidad para
hasta 384 muestras [34].

1.3. Sistemas robéticos para la automatizacion de técnicas de
microextraccion basadas en solventes

1.3.1. Microextraccién en gota

En SDME, la muestra y un iman se colocan en el interior de un vial.
Seguidamente, se introduce la aguja de una jeringa que contiene un disolvente
organico en su interior (fase aceptora) de modo que se expone cuidadosamente
una gota de dicho disolvente en contacto directo con la muestra y se agita
durante un periodo de tiempo [35,36]. A continuacion, el disolvente organico se
retrae al interior de la jeringa y se inyecta en el instrumento analitico.
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Posteriormente, se desarrolld6 su version en espacio de cabeza para la
extraccion de compuestos volatiles, de forma que la gota no entra en contacto
con la fase dadora sino con el espacio de cabeza.

Con la finalidad de automatizar la SDME empleando un automuestreador de
bajo coste [37], se utilizé el mismo robot cartesiano que se ha descrito para la
SPME [18,19] en la Seccidén 1.2.1. En este sentido, los viales conteniendo la
muestra y un iman se sittan en el agitador magnético. EI médulo de la jeringa
del sistema robdtico toma el disolvente de extraccién de un vial posicionado en
la plataforma horizontal y, seguidamente, expone la gota a la muestra para llevar
a cabo la extraccion de los analitos. Una vez finalizada la extraccion, la gota se
inyecta en el LC mediante la valvula solenoide. Como caracteristica adicional,
mientras se realiza el analisis cromatografico, el sistema roboético es capaz de
llevar a cabo una etapa de limpieza del sistema de extraccién para evitar la
contaminacion cruzada con las siguientes muestras.

También se ha descrito un procedimiento similar al anterior pero en este caso
empleando un automuestreador comercial CombiPAL junto con un agitador
magnético [38]. En este sentido, las muestras se introducen en un vial de vidrio
sellado conteniendo un iman y se sitian en la bandeja de muestras. A
continuacion, una vez el agitador alcanza la temperatura deseada se posiciona
un vial de forma automatica sobre él. Seguidamente, la jeringa del
automuestreador se inserta en el vial, exponiendo la gota de fase aceptora en
el espacio de cabeza durante un determinado tiempo. Una vez finalizada la
extraccion, la gota se retrae en la jeringa y se inyecta en el sistema de GC.

Los trabajos descritos hasta el momento para SDME requieren del empleo de
un iman para agitar la fase dadora. Sin embargo, tal y como se ha descrito para
SPME (Seccién 1.2.1), su introduccién en la muestra, asi como su lavado se
realizan de forma manual, requiriendo un mayor consumo de tiempo. En este
sentido, se utilizd un automuestreador CombiPAL de CTC para automatizar la
SDME, llevando a cabo muestreo pasivo y dindmico empleando un agitador
vortex [39]. Para el primer tipo de muestreo, el vial conteniendo la muestra se
coloca en el vortex dotado de control de temperatura. Pasado un determinado
tiempo de agitacion, esta se para y la jeringa expone la gota de fase aceptora
en el espacio de cabeza del vial. Una vez finalizada la etapa de extraccion, la
gota se retrae en el interior de la jeringa y se inyecta en el GC. Respecto al
muestreo dinamico, el procedimiento que se realiza es el mismo, pero en este
caso se llevan a cabo diferentes ciclos de agitacion y posterior exposicion de la
gota.

También se ha empleado un robot nanoESI para llevar a cabo de forma
automatizada la SDME de tres fases mediante electroextraccion, sin requerir de
un iman [40]. En este sentido, se modificd una placa de 96 pocillos situando una
placa de acero inoxidable en la parte inferior, la cual actia como anodo. Como
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catodo se emplea el mandril que tiene el sistema, el cual sujeta la punta de la
pipeta y esta conectado eléctricamente a ella. A pesar de que se emplea una
placa de 96 pocillos, el sistema solo permite realizar la extraccion de una
muestra a la vez. Respecto al procedimiento empleado, en primer lugar, las
muestras y el disolvente organico se sitlan manualmente en la placa de 96
pocillos. Seguidamente, el sistema robético aspira el volumen deseado de gota,
moviendo la punta de pipeta al pocillo en el que se encuentra la muestra y
exponiéndola a ella. Una vez finalizada la extracciéon, la gota se transfiere
automaticamente al instrumento analitico.

1.3.2. Microextraccion en fase liquida con fibra hueca

En 1999, Pedersen-Bjergaard y Rasmussen presentaron la primera version de
HF-LPME [41]. Esta técnica consistia en una fibra hueca porosa en forma de U
que se introducia en la muestra, conteniendo en su interior la fase aceptora. En
ambos extremos de la fibra se insertaba una aguja de jeringa. Una de ellas se
empleaba para introducir la fase aceptora, y la otra para recogerla una vez
finalizada la extraccion. Ademas, en el vial conteniendo la muestra se insertaba
un iman para llevar a cabo su agitacion durante la extraccion. Posteriormente,
Lee y colaboradores presentaron una version en la que la fibra se encontraba
sellada en uno de los extremos y en el otro extremo se insertaba la aguja de una
jeringa [42]. Mas adelante, se desarrollé una versién en la que la fibra hueca
porosa contiene la fase aceptora y esta sellada por ambos lados [43]. De este
modo, la fibra se introduce en la muestra junto con el iman, permitiendo que esta
se mueva libremente por la fase dadora, aumentando la transferencia de masa
hacia la fase aceptora.

Para realizar la HF-LPME de forma semiautomatizada se ha empleado un
sistema basado en una bomba de jeringa (Figura 1.4a) [44], llevando a cabo el
siguiente procedimiento experimental. En primer lugar, se toma el volumen
requerido de fase aceptora en el interior de la jeringa y se ensambla la fibra
hueca en la aguja de la jeringa de forma manual. A continuacion, la fibra se
sumerge en la fase aceptora para rellenar los poros y el volumen de este que
se habia cargado en la jeringa se introduce en la fibra. Seguidamente, se expone
la fibra a la muestra que esta situada sobre un agitador magnético, dejando la
jeringa en la bomba de jeringa, accionandola al mismo tiempo que el agitador
magnético. Todos los pasos descritos hasta el momento se realizan de forma
manual. Sin embargo, los siguientes pasos se realizan de forma automatizada
empleando la bomba de la jeringa. En este sentido, el émbolo de la jeringa se
retrae para cargar un determinado volumen de muestra en la fibra hueca,
situando la fase aceptora en el interior de la jeringa. A continuacion, se realiza
el procedimiento opuesto, expulsando la muestra que estaba en el interior de la
fibra y situando la fase aceptora en su lugar. Estas dos ultimas etapas de
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aspiracion/expulsion se repiten un determinado niumero de veces. Finalmente,
el agitador magnético y la bomba de la jeringa se apagan manualmente,
inyectando el extracto en el instrumento analitico.

En la Figura 1.4b se muestra una estaciéon de trabajo robética no comercial
basada en un sistema en jeringa [45], la cual presenta un mayor grado de
automatizacion respecto al sistema descrito previamente para realizar HF-
LPME. Todos los componentes de este sistema se encuentran en el interior de
una carcasa cerrada. El sistema consiste en cuatro recipientes para liquidos, un
controlador para jeringa, una valvula de inyeccién de 6 vias, un compartimento
para la extraccion, placas electronicas y una pantalla tactil. Ademas, la estacion
de trabajo robdtica permite el control de la temperatura. Los recipientes
conteniendo los liquidos, asi como el recipiente utilizado para los deshechos
estan conectados al médulo de control de la jeringa. Este mddulo consiste en la
propia jeringa, un motor de paso a paso y una valvula de distribuciéon. También
esta conectado a una valvula de 6 vias que tiene acceso a la fibra hueca, el
instrumento analitico y una bomba. Para llevar a cabo la extraccion de los
analitos, la fibra hueca se dispone en forma de U en el interior del vial que
contiene la muestra y un iman, situado sobre un agitador magnético. El sistema
es capaz de realizar tanto la carga de la fase aceptora en la fibra hueca como la
posterior inyeccién en el instrumento analitico de forma automatizada. Sin
embargo, la fibra se sustituye manualmente al finalizar cada extraccion para
evitar la contaminacion cruzada.

Con la finalidad de automatizar la HF-LPME empleando un automuestreador de
bajo coste [46], se ha empleado el mismo robot cartesiano que para la SPME
[18] (Seccién 1.2.1) y la SDME [37] (Seccién 1.3.1). En este sentido, el vial
conteniendo la muestra, la fibra hueca y el iman se sitia sobre un agitador
magnético. Para llenar la fibra hueca con la fase aceptora (de forma
automatizada), previamente la jeringa se acopla de forma manual a la fibra. Una
vez finalizado el procedimiento de extraccion, la fase aceptora se inyecta de
forma automatizada en el LC.

En los sistemas previamente descritos para llevar a cabo la HF-LPME, la fibra
hueca se reemplaza manualmente después de cada extraccion. Sin embargo,
este inconveniente no esta presente en el sistema desarrollado por Ouyang y
Pawliszyn que emplea un automuestreador y en el cual la fibra hueca se
encuentra fijada en el septum del vial y adherida a una punta de pipeta [47]. En
este sentido, todos los viales conteniendo la fibra hueca y la muestra se situan
en la bandeja del automuestreador. A continuacidn, la fibra se llena con la fase
aceptora y el vial se transfiere al agitador vortex con control de temperatura. Una
vez finalizada la extraccion, el vial se devuelve a la bandeja del automuestreador
y se recolecta la fase aceptora presente en el interior de la fibra hueca para su
inyeccion en el instrumento de medida.
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Figura 1.4. a) Sistema semiautomatizado basado en un automuestreador [44];
b) Estacién robodtica basada en jeringa [45].

1.3.3. Microextraccion liquido-liquido dispersiva

La microextraccion liquido-liquido dispersiva (Dispersive Liquid-Liquid
Microextraction, DLLME) fue propuesta por Assadi y colaboradores en 2006
[48]. En esta técnica, la fase aceptora se inserta en un tubo de vidrio de punta
cbnica. A continuacion, la mezcla conteniendo el disolvente de extraccion y el
dispersante (disolvente organico miscible tanto en la muestra como en el
disolvente extractante) se inyecta rapidamente. De este modo, se forma una
microemulsién, aumentando el area de contacto entre la fase dadora y la
aceptora, lo que permite llegar rapidamente al estado de equilibrio.
Posteriormente, se realiza la centrifugacion del tubo coénico de forma que el
disolvente de extraccion queda sedimentado en la parte inferior, el cual se toma
para su inyeccion en el instrumento analitico.

Lee y Guo desarrollaron un método para llevar a cabo la DLLME empleando un
automuestreador que permite la extraccidon de varias muestras sin intervencion
humana utilizando un agente demulsificante para separar la emulsién sin
necesidad de centrifugar [49]. En este sentido, los viales conteniendo las
muestras, el agente demulsificante y la mezcla conteniendo el agente
dispersante y el disolvente de desorcidon se sittan en la bandeja del
automuestreador. A continuacién, se llena la jeringa con el correspondiente
volumen de mezcla de extraccién y se dispersa en la muestra. Seguidamente,
se inyecta el agente demulsificante para romper la emulsién y permitir que el
disolvente de extraccion se separe en la parte estrecha del cuello del vial.
Finalmente, el extracto se recolecta y se inyecta en el instrumento analitico.
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Otro sistema empleado para llevar a cabo la DLLME de forma totalmente
automatizada fue el utilizado por Hankemeier y colaboradores [50]. La Unica
etapa manual requerida es el llenado de los 384 pocillos con las muestras y el
disolvente de extraccién. Ademas, también cabe mencionar que a pesar de que
se emplea una plataforma multiposicion, solo se puede realizar la extraccion de
una muestra. Para llevar a cabo la extraccion, la muestra se dispersa en un
pocillo que contiene previamente el disolvente de extraccion y se aplica una
corriente de nitrdgeno para asegurar una buena dispersién. Posteriormente, se
deja que ambas fases se separen y se inyecta un volumen definido del extracto
liquido en el instrumento de medida.

1.4. Discusion
1.4.1. Productividad

Como se ha explicado anteriormente, de forma general los sistemas
automatizados son capaces de realizar las tareas operacionales de forma mas
rapida que los humanos, lo cual afecta a la productividad que se obtiene en la
etapa de tratamiento de muestra. En este contexto la productividad se define
como la cantidad de muestras que se pueden tratar por unidad de tiempo. En
entornos de elevada demanda, la productividad es una caracteristica critica que
influye directamente en los costes operacionales, plazos de entrega y eficiencia
total del laboratorio. Por ello, se ha realizado una comparacién en términos
generales de la productividad de los sistemas automatizados con
procedimientos manuales.

Dejando a un lado etapas previas de tratamiento de muestra tales como la
filtracion, centrifugacion o decantacion, entre otras, los métodos analiticos que
emplean técnicas de extracciéon se pueden dividir en dos etapas principales, la
extraccion y la medida instrumental. Por ello, la productividad final del
procedimiento analitico depende de la productividad concreta de cada etapa. En
el caso de la extraccioén, la productividad se puede aumentar reduciendo el
tiempo requerido en esta etapa y/o realizando extracciones en paralelo.
Respecto a la medida instrumental, la Unica forma de aumentar la productividad
de este parametro es reduciendo el tiempo de analisis, utilizando técnicas de
medida de respuesta instantanea o, en el caso de las técnicas cromatograficas,
acortando todo lo posible el programa de elucién.

En la Figura 1.5 se muestra una comparacién a grandes rasgos entre los
métodos manuales y automatizados como guia general. Cabe recalcar que para
realizar las comparaciones se ha empleado a modo de ejemplo la SPME con la
finalidad de simplificar la discusion. Ademas, también se ha considerado que la
duracion de la medida instrumental era igual para los métodos automatizados y
manuales, de forma que se pudiera llevar a cabo una comparaciéon mas justa.
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Los tiempos considerados en cada etapa son solamente orientativos y tienen
como finalidad plasmar a modo de ejemplo el tiempo empleado en cada una de
las etapas, de forma que se pueda realizar una representacion grafica (Figura
1.5) para una mejor comprension. Sin embargo, se deben utilizar datos reales y
concretos de las etapas tanto de extraccion como de medida instrumental
cuando se quiera comparar métodos especificos.

Para realizar la comparacion se ha considerado que tanto los sistemas
manuales como los automatizados son capaces de realizar la extraccion de una
muestra mientras que la anterior esta siendo medida en el correspondiente
instrumento, es decir, extraccion y medida simultaneas. Ademas, se han
diferenciado los sistemas que solo pueden llevar a cabo la extraccion de una
sola muestra (monoextraccion) y aquellos que son capaces de extraer varias
muestras de forma simultanea (multiextraccién). La productividad del método
analitico completo (extraccion y medida instrumental) se ha determinado
teniendo en cuenta la etapa limitante, es decir, la etapa que consume una mayor
cantidad de tiempo.

En la Figura 1.5 se muestran las comparaciones realizadas, considerando para
todas ellas que se lleva a cabo el analisis de tres muestras, pudiendo asi
evidenciar las diferencias.

Cuando se comparan sistemas monoextraccion automatizados (p. ej. SPME en
un automuestreador de una sola posicion) (Figura 1.5a y Figura 1.5e) y
manuales (p. ej. SPME manual) (Figura 1.5¢ y Figura 1.5g), se obtiene una
mayor productividad en la etapa de extraccion para los métodos automatizados,
ya que son capaces de realizar las tareas operativas de forma mas rapida,
como, por ejemplo, en el caso de la SPME, posicionar la fibra (en el interior de
la muestra o en el espacio de cabeza) para llevar a cabo la extraccion y
posteriormente la desorcion (en una unidad de desorcion térmica o en un vial
conteniendo el disolvente de desorcién), entre otras. En este sentido, los
sistemas automatizados previamente programados son capaces de realizar
movimientos de forma mas rapida, asi como con mayor precision y exactitud.
Por ejemplo, son capaces de insertar una determinada longitud de la fibra en la
muestra de forma mas rapida y exacta que un operador de forma manual, que
deberia medir cada vez la longitud de la fibra a insertar, asi como anclar la
jeringa a un soporte a una determinada altura respecto al recipiente que
contiene la muestra. Ademas, de forma general, los sistemas de extraccion
automatizados que estan acoplados al sistema de medida realizan el proceso
de extraccién muy cerca de este, de forma que una vez terminada esta etapa
no se emplea casi tiempo en trasladar la fibora de SPME o el disolvente de
desorcion al instrumento de medida.
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Figura 1.5. Comparacién en términos de productividad entre los procedimientos
manuales y los automaticos dependiendo de la etapa limitante y la configuracion
monoextraccion o multiextraccion para el tratamiento de tres muestras. Los
numeros (1, 2, 3) representan el numero de la muestra tratada.

Respecto a la productividad total del analisis (extraccién y medida instrumental),
esta estd mayormente influenciada por la etapa limitante. En este sentido,
cuando la etapa limitante es la extracciéon, dado que los sistemas automatizados
(Figura 1.5a) son capaces de realizar los procesos implicados en esta etapa de
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forma mas rapida que los manuales (Figura 1.5¢) y, teniendo en cuenta que la
etapa de medida instrumental emplea el mismo tiempo para ambas, se obtiene
una mayor productividad para los sistemas automatizados. Ademas, cuantas
mas muestras se tratan la diferencia de tiempo para analizar el mismo nimero
de muestras entre los procedimientos automatizados y manuales aumenta (es
decir, si se compara la diferencia de tiempo al finalizar la medida instrumental
de la muestra 2 entre el sistema automatizado y manual es superior a si se
compara con la muestra 1). Por ello, cuantas mas muestras se traten mayor sera
el beneficio de la automatizacién. Por otro lado, cuando la etapa limitante es la
medida instrumental, la productividad de la extraccion no tiene tanto peso en la
productividad total del método ya que se emplea mas tiempo en la medida
instrumental. De este modo, ambos sistemas son capaces de realizar de forma
completa el proceso de extraccion de una muestra mientras la previa est4 siendo
analizada en el instrumento de medida. En este sentido, para estas
configuraciones concretas se obtiene una productividad similar (Figura 1.5e y
d), ya que la unica diferencia es el tiempo empleado en la primera extraccion, lo
cual no es altamente significativo.

Por otra parte, cuando se comparan sistemas monoextraccién automatizados
(p. €j. SPME llevada a cabo en un automuestreador de una sola posicion)
(Figura 1.5a y e) y sistemas multiextraccion manuales (p. ej. SPME realizada
en paralelo) (Figura 1.5d y h), se obtiene una menor productividad en la etapa
de extraccion para los sistemas automatizados. Esto se debe a que los
beneficios que aporta la extraccion en paralelo manual, pese a que se necesita
un mayor empleo de tiempo para el montaje del sistema y llevar a cabo las
tareas operacionales requeridas (p. e€j. insertar la fibra en la muestra), son
superiores a los que los que aporta la mayor velocidad de los sistemas
automatizados en realizar las tareas operacionales. Respecto a la productividad
del analisis completo (extraccion y medida instrumental), cuando la etapa de
extraccion es la etapa limitante, se obtiene una menor productividad para los
sistemas automatizados (Figura 1.5a) respecto a los manuales (Figura 1.5d).
Esto viene influenciado por la menor productividad de estos sistemas en la etapa
de extraccién. Ademas, cuantas mas muestras se traten, mayor sera la
diferencia de productividad. Sin embargo, cuando la etapa limitante es la medida
instrumental, se obtiene una mayor productividad del procedimiento analitico
para los sistemas automatizados (Figura 1.5e), ya que el tiempo empleado en
la extraccion de la primera muestra es menor en comparacién con la extraccion
manual de las tres muestras de forma simultanea (Figura 1.5h). Por ello, como
la etapa limitante es la medida instrumental, los sistemas automatizados son
capaces de realizar completamente la extraccién de una muestra mientras la
anterior esta siendo analizada en el instrumento de medida. No obstante, la
diferencia de tiempo total del analisis de todas las muestras sera igual a la
diferencia de tiempo entre la extraccion de la primera muestra en el sistema
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automatizado y la extraccion de las diferentes muestras de forma simultanea
manualmente.

Cuando se realiza la comparacién de sistemas multiextraccion automatizados
(p- €j. SPME en una placa de 96 posiciones) (Figura 1.5b y f) y sistemas
manuales monoextraccion (p. €j. SPME de forma manual) (Figura 1.5¢c y g), se
obtiene una mayor productividad en la etapa de extraccion para los sistemas
automatizados, ya que combinan los dos beneficios mencionados
anteriormente, es decir, operaciones mas rapidas y la capacidad de realizar
diversas extracciones de forma simultanea. Respecto a la productividad del
analisis completo (extraccion y medida instrumental), cuando la etapa limitante
es la extraccion, la diferencia de productividad entre los sistemas manuales
(Figura 1.5¢) y automatizados (Figura 1.5b) es muy elevada, sobre todo cuando
se tratan un gran numero de muestras. Esto se debe a la gran diferencia de
productividad en la etapa de extraccién entre los sistemas manuales
monoextraccion y los automatizados multiextraccion. Ademas, a mayor nimero
de muestras tratadas, mayor es la ventaja que proporcionan los sistemas
automatizados Sin embargo, cuando la etapa limitante es el analisis
instrumental, se obtiene una diferencia de productividad mas pequena (Figura
1.5f y g), ya que en este caso la Unica diferencia se encuentra en el tiempo
empleado para la extraccion de la primera muestra en el sistema manual y la
extraccion de las diversas muestras empleando el sistema automatizado.

En el caso en el que tanto los sistemas manuales (p. ej. SPME en paralelo)
(Figura 1.5d y h) como los automatizados (p. ej. SPME en placa de 96
posiciones) (Figura 1.5b y f) son capaces de tratar varias muestras de forma
simultanea, se obtiene una mayor productividad para los sistemas
automatizados, ya que realizan las tareas operativas de forma mas rapida. En
este caso, la etapa limitante no es un factor determinante para establecer la
modalidad que presenta una mayor productividad del analisis completo
(extraccion y medida instrumental), ya que la extracciéon de todas las muestras
se realiza de forma simultanea. Por ello, independientemente de la etapa
limitante, se obtiene una mayor productividad para los sistemas automatizados.
Sin embargo, esta diferencia va a depender de la técnica de microextraccion
empleada, ya que el grado de manipulacion requerido varia entre ellas. De este
modo, la automatizacién va a presentar mayores beneficios cuando se utilicen
técnicas de microextraccidon con una elevada manipulacion.
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1.4.2. Automatizacion del analisis secuencial de muestras y deteccién en
linea

Como se ha descrito anteriormente, un elevado grado de automatizacion
proporciona grandes ventajas. Sin embargo, incluso si la etapa de extraccion
esta totalmente automatizada, se pueden requerir algunas etapas manuales
previas (p. ej. posicionar la muestra antes del procedimiento de extraccién) o
posteriores (p. €]. inyectar el extracto final en el instrumento de medida). En este
sentido, para considerar que un sistema esta totalmente automatizado debe
realizar el procedimiento analitico en su totalidad sin requerir la intervencion
humana. Para este propdsito, el sistema de extraccion debe estar en linea con
el instrumento analitico. Sin embargo, a pesar de que algunos sistemas
presentan esta caracteristica, solo son capaces de realizar el analisis de una
sola muestra sin requerir intervencion humana. En este sentido, para realizar el
tratamiento de la siguiente muestra se requiere de alguna etapa manual. Por
ello, los sistemas que pueden procesar diversas muestras sin intervencion
humana presentan una gran ventaja, ya que son capaces de estar en
funcionamiento las 24 horas del dia de forma ininterrumpida. Esto implica que
se puedan tratar un gran numero de muestras diariamente, incluso si el sistema
por si solo no presenta una elevada productividad. A continuacién, se evalua el
grado de automatizacion del procedimiento analitico completo (extraccion y
medida instrumental), asi como la capacidad de realizar el analisis secuencial
de muestras de los sistemas roboéticos descritos.

En este sentido, la estacion de trabajo robodtica controlada por Arduino
desarrollada durante esta Tesis Doctoral para llevar a cabo la DSPE [26]
requiere de la intervencién manual para afadir y retirar las disoluciones.
Ademas, el extracto final se transfiere manualmente al instrumento de medida y
no se permite la extraccion secuencial de las muestras sin intervencion humana.
En el caso del sistema empleado para llevar a cabo la HF-LPME de forma
semiautomatizada [44], algunas etapas previas tales como el acondicionamiento
de la fibra, la carga de la fase aceptora en la jeringa y la introduccién de la fibra
en la muestra se realizan de forma manual, asi como la inyeccioén del extracto
en el instrumento de medida. En cuanto al sistema basado en una barra
magnética empleado para llevar a cabo la DSPE [27], se requiere inyectar
manualmente el extracto en el instrumento analitico, asi como sustituir la
dispersion del material magnético, los disolventes de lavado y desorcion y la
muestra después de cada extraccion.

Otros sistemas presentan mejoras en términos de automatizaciéon del
procedimiento analitico mediante la deteccidén instrumental en linea con el
procedimiento de extraccidon. Sin embargo, estos sistemas todavia requieren de
ciertas etapas manuales. En el caso del sistema en jeringa para llevar a cabo la
HF-LPME [45], tanto la fibra hueca como la muestras se reemplazan después
de cada extraccion de forma manual. Respecto al automuestreador no comercial
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para llevar a cabo HF-LPME [46], se requiere acoplar manualmente la fibra a la
jeringa para cada extraccion.

Otros sistemas relevantes son aquellos que permiten el tratamiento de varias
muestras de forma simultanea sin requerir la intervencién humana, pero no
tienen la capacidad de realizar la deteccion instrumental en linea con la etapa
de extraccion. Este es el caso de la estacion robdtica de 8 posiciones [30] y la
de 96 posiciones para lleva a cabo MEPS [31], asi como las plataformas de 96
[33] y 384 [34] posiciones para llevar a cabo ySPE.

En este contexto, los sistemas mas eficientes son aquellos que son capaces de
llevar a cabo el procedimiento analitico en su totalidad de forma automatizada,
asi como el analisis secuencial de las muestras. En este sentido, una vez las
muestras estan posicionadas en su correspondiente lugar, se lanza una
secuencia y todas las etapas se realizan de forma totalmente automatizada.
Estos sistemas son de especial relevancia en los laboratorios de rutina que
necesitan tratar un elevado nimero de muestras. Los sistemas que presentan
estas caracteristicas son los automuestreadores empleados para llevar a cabo
SPME [17,18,20,21], DSPE [28], MEPS [29], uSPE [32], SDME [37-40], HF-
LPME [47] y DLLME [49,50], asi como el sistema de dos brazos [22] y el de 96
posiciones [23] para llevar a cabo SPME.

1.4.3. Portabilidad y consideraciones econémicas

Una caracteristica que ha ganado interés en los ultimos afios es la portabilidad
de los métodos desarrollados. Esto se debe a que tanto el transporte como el
almacenamiento de las muestras son etapas criticas y si no se llevan a cabo de
forma correcta se puede producir una alteracion en su composicion, pudiéndose
degradar los compuestos de interés. Ademas, estas dos etapas llevan asociado
un mayor consumo de tiempo y de recursos econémicos. Por ello, hay una
demanda creciente de métodos donde el procedimiento de extraccion se lleva a
cabo en el lugar donde se toma la muestra y, si es posible, también la medida
instrumental. En el caso de los sistemas robodticos descritos, generalmente
presentan un gran tamano, dificultando su portabilidad. Sin embargo, seria
interesante desarrollar versiones miniaturizadas que presentaran esta
caracteristica, tal y como se ha realizado con los sistemas miniaturizados de
medida instrumental. En este sentido, en la estacion de trabajo robdtica
desarrollada en esta Tesis Doctoral para llevar a cabo la DSPE [26], los
dispositivos electronicos se situan en el interior de una carcasa impresa en 3D
de 20.2 x 19.4 x 10.2 cm, permitiendo su total portabilidad. Ademas, este
sistema se puede alimentar mediante una bateria externa de 9 V, sin necesidad
de estar conectado eléctricamente a la red.
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Otro aspecto relevante a la hora de desarrollar métodos automatizados es el
coste econdémico de la instrumentacién. En este sentido, los automuestreadores
comerciales son solo asequibles para los laboratorios con un elevado
presupuesto, ya que su precio es muy elevado. Sin embargo, se han propuesto
sistemas alternativos basados en software de cédigo abierto y ensamblados con
hardware de bajo coste, asegurando asi que sean asequibles. Este es el caso
de las estacién de trabajo robdtica desarrollada en esta Tesis Doctoral para
llevar a cabo DSPE [26], asi como el automuestreador desarrollado [19] para
llevar a cabo SPME [18], SDME [37] y HF-LPME [46] y el robot cartesiano de 8
posiciones para realizar MEPS [30]. Ademas, estos sistemas se pueden
modificar y mejorar facilmente dependiendo de los requisitos de cada método.

Respecto a los beneficios econdmicos, se deben considerar diversos aspectos
con la finalidad de comparar los métodos automatizados con los manuales. Por
un lado, como se ha comentado en la Seccién 1.4.1, la productividad del
método. En este sentido, cuantas mas muestras es capaz de tratar un sistema
por unidad de tiempo, mayores beneficios econémicos se obtienen. Por otro
lado, hay que tener en cuenta también el grado de automatizacién de la etapa
de extraccion, el acoplamiento en linea con el instrumento de medida y el
analisis secuencial de muestras. En caso de que un método presente estas tres
caracteristicas, se reduce extremadamente la intervencién del operador, asi
como el numero de operadores necesarios, disminuyendo los gastos
econdmicos en personal. En el caso en el que el procedimiento de extraccion
esté automatizado o solo se requieran etapas manuales simples, este se puede
llevar a cabo por personal menos cualificado. Como se ha descrito
anteriormente, la intervencién del operador es diferente para cada uno de los
sistemas robdticos. Ademas, aquellos sistemas en los que no se requiere
intervencién humana (a excepcién de situar las muestras o reactivos en el
sistema) presentaran una mayor seguridad para el operador ya que su contacto
con los reactivos se reduce.

1.5. Conclusiones

Como se ha demostrado, la automatizacion de la etapa de tratamiento de
muestra ha sido uno de los focos principales en el campo de la Quimica Analitica
en las Ultimas décadas. En este sentido, se han desarrollado diferentes
estaciones robdticas para llevar a cabo las técnicas de microextraccion mas
ampliamente empleadas, obteniendo ventajas sobre los procedimientos
manuales. Como se ha discutido de forma general, los sistemas automatizados
presentan una mayor productividad en comparacion con los manuales. Ademas,
es de gran importancia desarrollar sistemas que permitan la medida
instrumental en linea con la etapa de microextraccion. Otro aspecto a remarcar
es el grado de automatizacién del procedimiento analitico. En este sentido, es
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crucial desarrollar procedimientos analiticos que estén totalmente
automatizados y, por tanto, no requieran intervencion manual. De este modo, la
Unica intervencidon humana seria situar las muestras y los reactivos en los
correspondientes lugares al inicio del procedimiento analitico. Esto conllevaria
una menor intervencion del operador, obteniendo procedimientos mas seguros
y con un menor coste econdmico. A pesar de los beneficios de los sistemas
roboticos, una de las mayores limitaciones es su portabilidad debido a su gran
tamano, por lo que todavia se requiere realizar mas avances en esta area.
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Evaluacion comparativa del impacto ambiental
de las técnicas de microextraccion con respecto
a las técnicas de extraccion convencionales

El contenido de este capitulo ha sido publicado en el articulo: G. Peris-Pastor,
C. Azorin, J. Grau, J.L. Benedé, A. Chisvert, Miniaturization as a smart strategy
to achieve greener sample preparation approaches: A view through greenness
assessment, TrAC, Trends Anal. Chem. 170 (2024) 117434.







Capitulo 2

2.1. Principales herramientas métricas para la evaluacién del
impacto ambiental

En las ultimas dos décadas se han desarrollado diferentes herramientas
métricas para evaluar el impacto ambiental de los métodos analiticos con la
finalidad de proporcionar una idea general de la concordancia de estos con los
principios de la Green Analytical Chemistry (GAC) [1], White Analytical
Chemistry (WAC) [3] y Green Sample Preparation (GSP) [4]. De este modo, la
comunidad cientifica dispone de una guia para llevar a cabo practicas mas
sostenibles. Sin embargo, cada herramienta adopta sus propias reglas y
consideraciones para evaluar el impacto ambiental del método analitico. Por
ejemplo, algunas herramientas se centran en el proceso analitico completo
mientras que otras prestan mas atencion a una etapa en concreto. Ademas,
dependiendo de los criterios considerados por cada herramienta, se obtiene una
amplia variacion en la puntuacion final del método. Por esta razén, la
comparacion del impacto ambiental entre diferentes métodos analiticos se debe
realizar empleando la misma herramienta para todos, de lo contrario se
obtendrian resultados erréneos o inconcluyentes.

Recientemente, se han publicado diferentes articulos de revisién sobre las
herramientas de evaluacién del impacto ambiental mas utilizadas [51-54]. En
estos articulos se ha realizado una descripcién y discusién de cada herramienta
aplicandose a diferentes métodos analiticos para demostrar sus ventajas y
limitaciones. En términos generales, se concluyé que cada herramienta es
apropiada para un tipo de aplicaciéon concreto, no existiendo una herramienta
universal.

El objetivo de este capitulo es evidenciar la importancia de la miniaturizacion en
el desarrollo de metodologias que presenten un menor impacto ambiental en la
etapa de tratamiento de muestra, no solo de forma empirica o conceptual como
se ha descrito recientemente [8], sino de una forma tangible mediante el uso de
herramientas de evaluacién de impacto ambiental. Especificamente, se ha
evaluado la influencia de la miniaturizacion en la reduccion del impacto
ambiental comparando las técnicas de extraccién convencionales con las de
microextraccion en una serie de aplicaciones concretas.

En las siguientes subsecciones se resumen, en primer lugar, algunas de las
herramientas mas relevantes para la evaluacién del impacto ambiental,
discutiendo las ventajas y desventajas de cada una, con la finalidad de
seleccionar la herramienta que mejor se adapta al objetivo propuesto para
realizar las pertinentes evaluaciones de los métodos y posteriormente se aplica,
como se ha comentado, a la evaluacion de una serie de aplicaciones concretas.
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2.1.1. National Environmental Methods Index

El National Environmental Methods Index (NEMI) [55], propuesto en 2007, fue
la primera herramienta creada para la evaluacion del impacto ambiental de los
métodos analiticos. Esta se basa en cuatro criterios: (a) persistencia,
bioacumulatividad y toxicidad (PBT), (b) peligrosidad, (c) corrosividad y (d)
residuos generados. Estas categorias se representan como porciones de un
circulo, empleando una puntuaciéon semicuantitativa basada en dos colores,
utilizando el color verde para la opciéon de menor impacto ambiental y el color
blanco para la de mayor impacto. Dos afios después, en 2009, Raynie y Driver
[56] propusieron el NEMI modificado como una evolucion del NEMI tradicional.
En esta herramienta se emplean cinco categorias para llevar a cabo la
evaluacion del impacto ambiental: (a) energia, (b) peligro medioambiental, (c)
salud, (d) seguridad y (e) residuos generados. Estas cinco secciones se
representan en un pictograma pentagonal y, en este caso, se emplea un sistema
de puntuacion semicuantitativo basado en tres colores, utilizando el color verde
para la opcion de menor impacto ambiental, el amarillo para la opcion intermedia
y el rojo para la opcién con mayor impacto. Ademas, se emplean valores
predeterminados para asignar el color de cada categoria. En la Figura 2.1 se
muestra un ejemplo del NEMI y del NEMI modificado, asi como el significado de
cada categoria.

b
) Salud Seguridad
Peligrosidad

a)
PBT
Peligro Residuos
Corrosividad Residuos medioambiental

Energia

NEMI NEMI modificado

Figura 2.1. Representacion a modo ejemplo de un pictograma de a) NEMI y
b) NEMI modificado.

A continuacion, se describen las ventajas e inconvenientes del NEMI modificado
para la evaluacién de técnicas de microextraccion.

e Ventajas:
- Simple y visual: debido a la presencia de solo 5 criterios y a su puntuacion
mediante asignacion de colores se puede detectar faciimente las areas
generales que necesitan ser mejoradas
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e Inconvenientes
- Herramienta semicuantitativa: al presentar una puntuacion cualitativa

empleando un cédigo de colores dificulta la comparacion entre diferentes

métodos

Evaluacién del método completo: no presta especial atencidn a la etapa de

preparacion de muestra, por lo que es dificil realizar una comparacién entre

técnicas de extraccion

Criterios muy generales: se consideran muchos aspectos dentro de cada

criterio, lo que dificulta encontrar los aspectos concretos del método a

mejorar

Cantidad de reactivos peligrosos utilizados: no se considera la cantidad de

reactivos

- Valores limite elevados y rangos amplios: los valores limite, asi como los
rangos para evaluar los residuos y los materiales peligrosos son del orden
de las decenas de gramos, por lo que los métodos que emplean
microextraccion dificiimente superan estos valores, obteniendo siempre
pictogramas verdes y dificultando su comparacion

- No se consideran aspectos como la cantidad y el lugar de preparacion de
muestra, la cantidad de muestras procesadas por unidad de tiempo o la
automatizacion

2.1.2. Analytical Eco-Scale

En 2012, Namiesnik y colaboradores propusieron la Analytical Eco-Scale [57],
la cual se basa en una escala arbitraria en la que a un método analitico con un
impacto ambiental ideal (nulo) se le asigna una puntuacién de 100. De este
modo, a estos 100 puntos iniciales se les resta una cantidad determinada de
puntos de penalizacion en aquellos parametros en los que el método difiere del
impacto ambiental ideal. En esta herramienta se consideran las siguientes
categorias: (a) cantidad de reactivos, (b) peligrosidad de los reactivos, (c)
consumo de energia, (d) riesgos laborales y (e) residuos generados. Cada uno
de estos parametros se tiene en cuenta para el proceso analitico completo.
Dependiendo de la puntuacion final obtenida, el método se puede clasificar
como “excelente” cuando la puntuacioén es superior a 75, “aceptable” cuando la
puntuacion esta entre 75 y 50 e “inadecuado” cuando la puntuacion es inferior a
50.

A continuacion, se describen las ventajas e inconvenientes de la Analytical Eco-
Scale para la evaluacion de técnicas de microextraccion.

e Ventajas:
- Simple y cuantitativa: se pueden comparar los métodos empleando
simplemente la puntuacion final obtenida
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e Inconvenientes
- Evaluacion del método completo: no presta especial atencion a la etapa de
preparacion de muestra, por lo que es dificil realizar una comparacién entre
técnicas de extraccion
- Mayor contribucién de la etapa de medida instrumental: dado que se
considera la cantidad de reactivos y sustancias peligrosas empleadas en el
método completo, la contribucién de la etapa de medida instrumental (p. €j.
en técnicas de cromatografia de liquidos) a la cantidad total de estos es
superior en comparacion con la etapa de extraccion, lo cual se acentua
todavia mas cuando se emplean técnicas de microextraccion, debido a las
bajas cantidades empleadas
Valores limite elevados y rangos amplios: los valores limite, asi como los
rangos establecidos para evaluar los residuos y los materiales peligrosos
son del orden de las decenas de gramos, por lo que los métodos de
microextraccion dificilmente superan estos valores, no obteniendo asi
puntos de penalizacion
Consideracion individual de reactivos, disolventes e instrumentacion: se
aplican puntos de penalizacion por el numero de reactivos diferentes o
disolventes empleados sin tener en cuenta la cantidad individual, asi como
el numero de instrumentos sin considerar el consumo de energia
Dificil identificacidon de los aspectos del método a mejorar: debido a que
solo se presenta un valor de puntuacién final, dificulta la comparacion de
aspectos concretos entre diferentes métodos, asi como los aspectos que
tienen una mayor mejora potencial
- No se consideran aspectos como_la cantidad y el lugar de preparacion de
la _muestra, la cantidad de muestras por unidad de tiempo o la
automatizacion

2.1.3. Green Analytical Procedure Index y sus variantes

En 2018, Ptotka-Wasylka desarroll6 el Green Analytical Procedure Index (GAPI)
[58]. Esta herramienta se basa en cinco pentagonos fraccionados atendiendo a
las siguientes categorias: (a) toma de muestra, (b) preparacion de muestra, (c)
reactivos y compuestos empleados, (d) instrumentacion y (e) tipo de método
(cuantitativo o cualitativo). Se emplea un sistema de puntuacién semicuantitativo
basado en tres colores. Dependiendo del impacto ambiental de cada parametro
se le asigna el color verde (menor impacto), amarillo (impacto intermedio) o rojo
(impacto elevado), atendiendo a unos valores preestablecidos. Mas tarde,
Ptotka-Wasylka y Wojnowski implementaron mejoras al GAPI, creando asi el
ComplexGAPI [59]. En esta nueva herramienta se mantuvieron intactos los
cinco pentagonos anteriores y los parametros descritos en cada uno, asi como
el sistema de puntuacién basado en tres colores. La novedad fue la adicién de
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un hexagono, el cual hace referencia a los procesos previos al analisis tales
como la sintesis de los materiales extractantes. Dentro de este hexagono se
encuentra un nudmero acotado como e-factor el cual hace referencia a la
proporcién de la masa de residuos generada en el proceso de sintesis respecto
a la masa total de material extractante obtenido. Ademas, se desarrollé un
software libre para facilitar el uso de esta herramienta y poder generar
pictogramas de ComplexGAPI [59]. Recientemente, en 2024, Mansour, Plotka-
Wasylka y Locatelli propusieron el Modified GAPI (MoGAPI) [60], introduciendo
un sistema de puntuacion final del método a la versién original del GAPI. De este
modo, la comparacion entre métodos se puede realizar de forma mas sencilla
mediante una simple comparacion de las puntuaciones totales obtenidas.
Finalmente, ese mismo afio, Mansour, Omer y Plotka-Wasylka presentaron una
nueva version de esta herramienta, renombrandola como ComplexMoGAPI [61].
En esta versién se afadid un sistema de puntuacion final del método al
ComplexGAPI, al igual que se habia hecho con el MoGAPI con respecto al
GAPI. Ademas, tanto para el MoGAPI como para el ComplexMoGAPI, se
desarrollé un software libre que permite llevar a cabo la evaluacion del método
y obtener el correspondiente pictograma.

En la Figura 2.2 se muestra un ejemplo del ComplexMoGAPI asi como el
significado de cada uno de los criterios.
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Figura 2.2. Representacion a modo de ejemplo de un pictograma de
ComplexMoGAPI.

A continuacion, se describen las ventajas e inconvenientes del ComplexMoGAPI
para la evaluacion de técnicas de microextraccion.

59



Capitulo 2

e Ventajas:
- Herramienta completa: se evaltan un elevado numero de aspectos
- Visual y cuantitativa: el sistema de colores permite identificar facilmente los
criterios a mejorar y la puntuacion total permite comparar rapidamente y de
forma cuantitativa entre métodos
- Software: se encuentra disponible un software para realizar la evaluacién
de los métodos

¢ Inconvenientes:

- Evaluacion del método completo: no presta especial atencion a la etapa de
preparacion de muestra, por lo que es dificil realizar una comparacién entre
técnicas de extraccion

- Dificil evaluacion de los métodos: a pesar de que la evaluacién de un
elevado numero de aspectos haga que sea una herramienta muy completa,
se requiere de una gran cantidad de informacién que no esta normalmente
presente en los articulos, y por tanto resulta complicado realizar su
evaluacion

- Valores limite elevados y rangos amplios: los valores limite, asi como los
rangos establecidos para evaluar los residuos y los materiales peligrosos
son del orden de las decenas de gramos, por lo que los métodos de
microextraccion dificilmente superan estos valores, obteniendo
pictogramas de color verde

2.1.4. Analytical GREEnness

En 2020, Pena-Pereira, Wojnowski y Tobiszewski desarrollaron la Analytical
GREEnness Metric Approach and Software (AGREE) [62]. Para evaluar el
impacto ambiental de los métodos, se consideran 12 aspectos a evaluar
directamente relacionados con los 12 principios de la GAC, y se asignan
puntuaciones de entre 0 y 1 en cada uno de ellos dependiendo del grado de
concordancia del método con dicho principio. Cada categoria presenta un peso
diferente dependiendo de su importancia, lo cual se tiene en cuenta para el
célculo de la puntuacién final de entre 0 y 1 como promedio ponderado. Ademas,
se asigna una escala gradual de colores de verde a rojo, dependiendo de la
puntuaciéon obtenida en cada categoria, asi como la puntuacion final. El
pictograma obtenido es un grafico en forma de reloj, donde se muestra en el
medio la puntuacion numérica total, asi como el correspondiente color obtenido.
A su alrededor se encuentran los 12 aspectos adecuadamente etiquetados entre
el 1 y el 12, dispuestos en arcos circundantes y representados con su
correspondiente escala de color. El peso de cada uno de los aspectos se
representa mediante el tamafio de su arco circundante. En la Figura 2.3 se
muestra un ejemplo de pictograma AGREE.
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Figura 2.3. Representacién a modo de ejemplo de un pictograma de AGREE.

A continuacién, se describen las ventajas e inconvenientes de AGREE para la
evaluacion de técnicas de microextraccion.

¢ Ventajas:

- Cuantitativa: la puntuacion final del método se presenta como un valor entre
0 y 1, lo que permite una facil comparacion entre los diferentes métodos
evaluados

- Visual: Se aplica un sistema de puntuacién basado en colores para los
diferentes aspectos evaluados, permitiendo diferenciar facilmente los
aspectos a mejorar, asi como comparar determinados aspectos entre
diferentes métodos

- Empleo de valores exactos: para la evaluacion de los aspectos 2, 7 y 8 se
requieren los valores exactos, por lo que la evaluacion del método es mas
justa y no existen valores limite minimos ni rangos amplios

- Software: se ha desarrollado un software libre facil de usar para llevar a
cabo la evaluacion de los métodos

Inconvenientes:

- Evaluacion del método completo: no presta especial atencion a la etapa de
preparaciéon de muestra, por lo que es dificil realizar una comparacién entre
técnicas de extraccion

2.1.5. Analytical Greenness Metric for Sample Preparation

En 2022, Wojnowski, Tobiszewski, Pena-Pereira y Psillakis desarrollaron la
Analytical Greenness Metric for Sample Preparation (AGREEprep) [63]. Esta
herramienta tiene similitudes con AGREE, pero se centra en la etapa de
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preparacion de muestra. Los criterios a tener en cuenta se basan en los 10
principios de la GSP, los cuales se representan en el pictograma etiquetados
entre el 1y el 10 de la siguiente forma: (1) lugar de preparacion de la muestra,
(2) uso de materiales peligrosos, (3) sostenibilidad, renovabilidad y reusabilidad
de los materiales, (4) generacion de residuos, (5) cantidad de muestra, (6)
productividad, (7) integracidon y automatizacion de procesos, (8) consumo de
energia, (9) instrumentacion analitica y (10) seguridad del operador. Tanto el
grafico como las puntuaciones se representan de manera similar a AGREE, pero
en este caso cada criterio tiene el mismo tamafio de arco circundante,
representando su peso segun si sobresale mas o menos del circulo. En la
Figura 2.4 se muestra un ejemplo de pictograma de AGREEprep, asi como el
significado de cada criterio.
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lam r . .
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Integracion y automatizacion
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Sostenibilidad, renovabilidad y
_—" reusabilidad de los materiales

Instrumentacién analitica

T~
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\

Cantidad de muestra

l

Productividad

Figura 2.4. Representacibn a modo de ejemplo de un pictograma de
AGREEprep.

A continuacion, se describen las ventajas e inconvenientes de AGREEprep para
la evaluacién de técnicas de microextraccion.

e Ventajas:

- Cuantitativa: la puntuacion final del método se presenta como un valor entre
0 y 1, lo que permite una facil comparacion entre los diferentes métodos
evaluados

- Visual: Se aplica un sistema de puntuacion basado en colores para los
diferentes criterios evaluados, permitiendo diferenciar facilmente los
criterios a mejorar, asi como comparar determinados criterios entre
diferentes métodos
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- Empleo de valores exactos: para la evaluacion de los criterios 2,4,5,6y 8
se requieren los valores exactos, por lo que la evaluacién del método es
mas justa y no existen valores limite minimos ni rangos amplios

- Software: se ha desarrollado un software libre facil de usar para llevar a
cabo la evaluacién de los métodos

¢ Inconvenientes
- No consideracién de otras etapas diferentes a la de tratamiento de muestra:
no se tienen en cuenta otras etapas relacionadas como la sintesis de los
materiales extractantes

2.1.6. Otras herramientas que incluyen la evaluacién del impacto
ambiental

Ademas de las descritas anteriormente, en los ultimos afios se han desarrollado
otras herramientas que incluyen la evaluacién del impacto ambiental. Sin
embargo, la gran mayoria de estas herramientas evalian también otros
parametros distintos a este.

En 2019, Campins y colaboradores desarrollaron la herramienta métrica
Hexagon-CALIFICAMET [64]. Esta herramienta se basa en un hexagono
dividido en seis parametros: (a) residuos, (b) huella de carbono, (c)
toxicidad/seguridad, (d) figuras de mérito 1 (tratamiento de muestra y calibracién
y caracteristicas del método), (e) figuras de mérito 2 (control de calidad y
exactitud) y (f) coste econdmico. Los parametros que difieren de la idealidad
reciben puntos de penalizacién, obteniendo una puntuacién final de entre O y 4
(siendo 0 la mejor puntuacién y 4 la peor) para cada parametro.

En 2019 también, Nowak y colaboradores desarrollaron la herramienta RGB
[65], la cual emplea los tres colores primarios para representar los tres atributos
principales del método evaluado: rojo para las caracteristicas analiticas, verde
para evaluar la concordancia con los principios de la GAC y azul para la
productividad/efectividad practica. Para cada parametro se asignan tres
intervalos de concordancia: (a) superior al 66.6% (satisfactorio), (b) entre 66.6 y
33.3% (tolerable) y (c) inferior al 33.3% (inaceptable), considerando que el
66.6% es el valor satisfactorio mas bajo y el 33.3% el valor aceptable mas bajo.
De esta forma, se comparan estos intervalos con los valores del método
desarrollado, obteniéndose una puntuacion final. A partir de la combinacién de
los valores RGB obtenidos, se le asigna al método como puntuacion final uno
de los siguientes nueve colores, ordenados de mejor a peor: blanco, magenta,
amarillo, cian, rojo, azul, verde, gris y negro. Ademas, se puede calcular un
parametro adicional lamado Method Brillance para obtener un valor cuantitativo.
Mas adelante, en 2021 se desarrollé una nueva versién llamada RGB12 [3]. Esta
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herramienta esta basada en los 12 principios de la WAC, divididos en tres
atributos representados por los tres colores primarios, al igual que en RGB
original. El usuario establece unos valores de referencia para cada parametro
(cada uno de los 12 principios de la WAC) segun los requerimientos de la
aplicacién analitica en concreto y evalua la concordancia de cada método
concediendo una puntuacion entre 0 (peor) y 100 (mejor). La puntuacion
obtenida para cada parametro se introduce en una hoja de calculo, obteniendo
automaticamente la puntuacion para cada atributo, asi como la puntuacién total
del método, ambas entre 0 y 100. Posteriormente, en 2024 se desarroll6 otra
version de esta herramienta llamada RGBfast [66], presentando ventajas en
términos de simplicidad de wuso, transparencia, automatizaciéon del
procedimiento de evaluacién y libertad limitada de manipulacién. Al igual que
sus predecesoras, los atributos estan representados por los colores primarios.
Sin embargo, el nimero de parametros se reduce a 6, simplificando el proceso
de evaluacion. Ademas, la forma de llevar a cabo la evaluacion de los métodos
analiticos es distinta a las herramientas anteriores, de forma que solo permite la
comparacion entre métodos, pero no evaluar un método de forma individual. En
este sentido, en una hoja de célculo se insertan los valores de cada método para
cada parametro, calculando automaticamente el promedio de cada uno.
Posteriormente, se realiza una evaluacion de los parametros de cada método
mediante comparacién de su valor individual con la media. De esta forma, se
obtienen puntuaciones de entre 0 y 100, tanto para los parametros individuales,
como para los atributos expresados como colores primarios y para el método en
conjunto.

En 2023, se desarroll6 el Need, Quality and Sustainable index (NQS) [67]. Esta
herramienta evalla el proceso analitico en términos de “necesidad” (Need),
considerando la necesidad actual de desarrollar métodos para ese determinado
propdsito, de “calidad” (Quality) empleando la WAC vy la sostenibilidad
(Sustainability) como concordancia con los Objetivos de Desarrollo Sostenible.
El porcentaje de “calidad” se calcula empleando el algoritmo RGB 12 propuesto
por Nowak y colaboradores, la “necesidad” se calcula dependiendo de las
caracteristicas del método respecto a la necesidad preestablecida representada
en la pirdmide de Koel [68], y la “sostenibilidad” se calcula como un porcentaje
de concordancia con los 17 Objetivos de Desarrollo Sostenible.

Todas estas otras herramientas se centran en la evaluacién del proceso
analitico completo. Sin embargo, en 2023, Pino y colaboradores desarrollaron
una herramienta llamada Sample Preparation Metric of Sustainability (SPMS)
[69], que se centra en la etapa de preparacion de muestra de forma similar a la
herramienta AGREEprep. Esta se basa en la evaluaciéon de nueve parametros
divididos en cuatro categorias: (a) informacion de la muestra (cantidad de la
muestra), (b) informacion del extractante (cantidad, naturaleza y reusabilidad),
(c) informacion sobre el procedimiento de preparacion de muestra (nimero de
etapas, tiempo de extraccion, necesidad de etapas adicionales después de la
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extraccion y numero de muestras por unidad de tiempo), en caso de que se
puedan tratar varias muestras simultdaneamente, se afade un marco a esta
seccion y (d) consumo de energia y residuos. Dependiendo del valor de cada
parametro, se obtiene una puntuacion tanto para los parametros individualmente
como una puntuacion total del método. Ademas, se obtiene un diagrama en
forma de reloj donde cada parametro (excepto la reusabilidad, el cual aparece
en forma de estrella siempre y cuando se dé esa condicion) se representa por
un pequeno cuadrado coloreado (verde para exitoso, amarillo para aceptable,
naranja para tolerable y rojo para inadecuado). Los cuadrados se agrupan en
las cuatro categorias principales, representando la puntuacién total del método
tanto numéricamente (de 0 a 10) como en un cadigo de colores (de rojo a verde)
en un cuadrado situado en el centro del pictograma. En la Figura 2.5 se muestra
un ejemplo de pictograma de SPMS.

Muestra Extractante

CD.{:?D
=

Energia y residuos Procedimiento

Figura 2.5. Representacién a modo de ejemplo de un pictograma de SPMS.

2.1.7. Otras herramientas complementarias a las desarrolladas para la
evaluacion del impacto ambiental

Con la finalidad de poder determinar el grado de sostenibilidad de un método
analitico se deben evaluar tres pilares fundamentales: eficiencia analitica,
impacto ambiental y seguridad, y aspectos practicos y econdmicos. Al igual que
se ha hecho para el impacto ambiental y seguridad, también se han desarrollado
herramientas métricas para evaluar tanto la eficiencia analitica como los
aspectos practicos y econémicos.

En este sentido, para evaluar la practicidad de los métodos analiticos, en 2023
se desarrollé el Blue Applicability Grade Index (BAGI) [70]. Esta herramienta
tiene en cuenta el tipo de analisis, el numero de analitos, la técnica instrumental,
el nimero de muestras tratadas simultaneamente, la escala de la etapa de
preparacion de muestra, la productividad, el tipo de materiales y reactivos, la
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necesidad de realizar una etapa de preconcentracién, el grado de
automatizacion y la cantidad de la muestra. En la Figura 2.6 se muestra a modo
de ejemplo un pictograma de BAGI obtenido mediante el software desarrollado
para llevar a cabo la evaluacion. Como se puede observar, el pictograma
presenta una forma de estrella dividida en 10 fragmentos, uno por cada criterio
a evaluar, situando la puntuacion final del método en el centro. Para cada criterio
se obtiene una puntuacion de entre 2.5 y 10, siendo 2.5 la peor (representada
en color blanco) y 10 la mejor (representada en color azul oscuro), segun su
concordancia con la sostenibilidad. La puntuacion final obtenida se calcula como
el sumatorio de las puntuaciones individuales de los 10 criterios, siendo 100 la
mejor puntuacion posible y 25 la peor. Para que un método pueda ser
considerado como practico debe obtener al menos una puntuacién de 60.

A
(oo

Figura 2.6. Representacién a modo de ejemplo de un pictograma de BAGI.

Para evaluar la eficiencia analitica de los métodos, en 2025 se desarroll6 el Red
Analytical Performance Index (RAPI) [71], presentando varias similitudes con el
BAGI. Los 10 criterios que evalla esta herramienta métrica son: repetibilidad,
precisién intermedia, reproducibilidad, exactitud, coeficientes de recuperacion
relativa y efecto matriz, limites de cuantificacion, intervalo de trabajo, estimacion
de la linealidad, robustez y selectividad. Al igual que en el BAGI, se obtiene un
pictograma en forma de estrella donde la puntuacion final del método se situa
en el centro. Sin embargo, la puntuacion individual de cada criterio varia entre 0
(peor, representado en blanco) y 10 (mejor, representado en rojo oscuro). La
puntuacion final se calcula como suma de las puntuaciones individuales de cada
criterio, obteniendo un rango entre 0 (peor) y 100 (mejor).

Cabe mencionar que existen diferentes herramientas métricas descritas
anteriormente (Hexagon-CALIFICAMET, RGB, RGBfast, RGB12 y NSQ) que
evaluan la sostenibilidad en conjunto. En este sentido, dependiendo de qué se
quiera evaluar se debe seleccionar la herramienta mas adecuada para esa
finalidad en concreto.
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2.2. Evaluacion de métodos analiticos mediante AGREEprep

Como se ha mencionado anteriormente, el objetivo de este capitulo es la
evaluacion y comparacion del impacto ambiental de la etapa de tratamiento de
muestra entre métodos que emplean técnicas de extraccion convencionales y
técnicas de microextraccion. De este modo, teniendo en cuenta todas las
ventajas e inconvenientes discutidas anteriormente de cada una de las
herramientas métricas que evaluan el impacto ambiental de los métodos
analiticos, se selecciond la herramienta AGREEprep, ya que era la que mas se
ajustaba al objetivo principal. Esta herramienta se aplicé a diferentes técnicas
de extraccion que se emplean para realizar el tratamiento de muestra para la
determinaciéon de un grupo concreto de analitos. Se debe mencionar que, en
algunos casos, especialmente cuando las muestras son soélidas, se requiere una
etapa previa a la extraccion. Sin embargo, esta etapa no se ha considerado en
la herramienta AGREEprep para poder realizar una comparacion justa del
proceso de extraccion. Ademas, pese a que AGREEprep permite cambiar los
pesos de cada criterio, se mantuvieron los predeterminados para no sesgar los
resultados. Asimismo, se establecieron diferentes reglas para asegurar una
justa evaluacion del impacto ambiental. Segun describen los autores de
AGREEprep, se deben considerar en la seccion de residuos todos los materiales
de un solo uso tales como puntas de pipeta, tubos de centrifuga o tubos cénicos,
entre otros. Sin embargo, en los articulos publicados se suelen omitir detalles
concretos tanto de la instrumentacién de uso habitual (p. €j. agitador, centrifuga,
etc.) como algunos procesos de laboratorio, por lo que es muy complicado
realizar una valoracion exacta. Por ello, se decidi6 considerar solamente el
material de laboratorio donde se lleva a cabo la etapa de extraccion (p. ej.
cartuchos de SPE, microtubos de centrifuga, insertos de base plana, etc.). Enla
Tabla 2.1 se muestra la masa en gramos considerada para cada material, con
la finalidad de homogeneizar la evaluacién de la generacién de residuos.

Respecto a la productividad y el consumo de energia, no en todos los casos se
especifica la marca o el modelo de la instrumentacién utilizada. Debido a que el
numero de muestras que se pueden tratar simultaneamente y el consumo de
energia dependen de los instrumentos concretos empleados en cada
laboratorio, para homogeneizar esta informacién como en el caso del peso de
los residuos, se consideraron instrumentos de referencia para todos los
métodos. En la Tabla 2.2 se muestra el consumo de energia y las posiciones
simultaneas consideradas para cada tipo de instrumento.

En cuanto a la seleccion de los métodos a evaluar se consideraron cuatro de los
campos de aplicacion mas importantes de la Quimica Analitica (fluidos
biolégicos, aguas medioambientales, productos de cuidado personal y
alimentos) para incluir la mayor variedad posible de métodos analiticos.
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Tabla 2.1. Masas consideradas para material desechable de uso general en el
laboratorio.

Material m (g)
Punta de pipeta 2-200 uL 0.3
Cartucho SPE 1 mL 1.6
Cartucho SPE 3 mL 2.5
Cartucho SPE 6 mL 4.0
Tubo de microcentrifuga 0.5 mL 0.5
Tubo de microcentrifuga 2 mL 0.9
Tubo 8 mL 4.0
Tubo de centrifuga 15 mL 6.6
Inserto de vidrio de base plana 0.8

Tabla 2.2. Numero de posiciones y consumo de energia estimado considerados
para la evaluacioén de la productividad y del consumo de energia.

Consumo de

Instrumentacion? Posiciones energia (W)
Agitador magnético 10 20
Vértex 1 45
Colector SPE 12 160
Agitador vertical rotatorio 16 15
Centrifuga 6 440
Microcentrifuga 12 440
Agitador orbital termostatizado 24 42
Bafo de ultrasonidos 12 330
Evaporador de nitrégeno 12 400
Baro de agua 20 960
Agitador orbital 12 250
Concentrador de vacio 48 350
Sistema de extraccion acelerada por disolvente 1 500
Robot automatizado para SDME 1 40
Instrumento desorcion térmica 1 650

a SDME: microextraccion en gota (Single Drop Microextraction); SPE: extraccion
en fase sdlida (Solid-Phase Extraction).
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Respecto a las matrices biolégicas, se seleccionaron dos aplicaciones, la
determinacion de corticoides (Tabla 2.3) y de biomarcadores de estrés oxidativo
(8-hidroxi-2’-deoxiguanosina y 8-hidroxi-2’-deoxiadenosina) (Tabla 2.4). Ambos
grupos de analitos proporcionan informacién valiosa sobre diferentes procesos
bioldégicos, de modo que su determinacidn es importante para el diagndstico de
diversas patologias. Por un lado, los corticoides estan relacionados con el
sindrome de Cushing, el estrés y la diabetes mellitus [72-74], entre otras
enfermedades. Por otro lado, los biomarcadores de estrés oxidativo estan
relacionados con el algunos tipos de cancer, fallo cardiaco o diabetes [75], entre
otras patologias.

Respecto a las aguas medioambientales, se seleccionaron los filtros UV (Tabla
2.5) y los parabenos (Tabla 2.6) debido a que son contaminantes emergentes
que se emplean en una gran variedad de productos de uso diario. Los filtros UV
se afiaden a productos cosméticos para proteger la piel de la radiacién solar.
Por ello, estos compuestos pueden propagarse al medio ambiente mediante
fuentes directas o indirectas y alterar la fauna y la flora [76]. Dado que los filtros
UV lipofilicos son los mas empleados, solo se seleccionaron métodos en los que
se lleva a cabo la determinacion de varios de ellos. Los parabenos se utilizan
como conservantes y bactericidas en un amplio rango de productos. Al igual que
los filtros UV, pueden propagarse al medio ambiente, acumuladndose en los
sistemas acuaticos, por lo que es recomendable su monitorizacion ya que
presentan efectos dafiinos [77].

En relacion con los productos de cuidado personal (Tabla 2.7), algunos
compuestos estan prohibidos o su concentracién maxima esta restringida para
asegurar la seguridad de los consumidores. Por ello, su determinacion en el
producto final asi como durante el proceso de fabricacion es de vital importancia
[78]. De entre todos, se seleccionaron los alérgenos como modelo.

En el campo de los alimentos (Tabla 2.8), la acrilamida se ha convertido en un
compuesto ampliamente estudiado debido a sus caracteristicas mutagénicas,
neurotoxicas y carcinogénicas [79]. Debido a su elevada toxicidad es importante
controlar su concentracion en los alimentos para evitar problemas de salud.

Para cada grupo de analitos se compararon, generalmente, dos técnicas de
extraccion convencionales con tres técnicas de microextraccion. La seleccion
de los métodos se realizé en base a los analitos determinados, ya sea para
cubrir el mayor niumero posible o debido al elevado interés en la determinacion
de los analitos. Para cada uno de los grupos se traté de incluir la mayor variedad
de técnicas. En algunos casos las técnicas se repiten dentro del mismo grupo
de analitos, pero los métodos presentan caracteristicas distintas obteniendo
puntuaciones diferentes en AGREEprep, siendo su comparacion muy
interesante.
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Tabla 2.3. Evaluacion mediante AGREEprep de los métodos seleccionados
para la determinacién de corticoides en fluidos bioldgicos.

Analito(s) Matriz Tecnlc_a ’daeb Puntuacion Ref.
extraccion®
Orina y suero M-PTME [80]
Wy
Saliva mSBSDME @ [81]
Corticoides Orina LLE [82]
Saliva DLLME [83]

Orina y plasma SPE @ [84]

4 En negrita se resaltan las técnicas de microextraccion

b DLLME: microextraccién liquido-liquido dispersiva (Dispersive Liquid-Liquid
Microextraction); LLE: extraccion liquido-liquido (Liquid-Liquid Extraction); M-
PTME: microextraccién en punta de pipeta magnética (Magnetic Pipette Tip
Microextraction); mSBSDME: microextraccién dispersiva por sorcién sobre
barra agitadora miniaturizada (Miniaturized Stir Bar Sorptive Dispersive
Microextraction); SPE: extraccion en fase sélida (Solid-Phase Extraction).
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Tabla 2.4. Evaluacion mediante AGREEprep de los métodos seleccionados
para la determinacion de biomarcadores de estrés oxidativo en fluidos
biolégicos.

Técnica de

Analito(s) Matriz Lo ob Puntuacién Ref.
extraccion®
Saliva y orina SPME [85]
Saliva DSPE [86]
Biomarcadores

de estrés Orina IT-SPME [87]

oxidativo
Orina SPE [88]
Orina SPE [89]

@ En negrita se resaltan las técnicas de microextraccién

b DSPE: extracciéon en fase solida dispersiva (Dispersive Solid- Phase
Extraction); IT-SPME: microextraccion en fase sélida en tubo (/In-Tube Solid-
Phase Microextraction); SPE: extraccién en fase sélida (Solid-Phase Extraction);
SPME: microextraccion en fase sélida (Solid-Phase Microextraction).
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Tabla 2.5. Evaluacion mediante AGREEprep de los métodos seleccionados
para la determinacion de filtros UV lipofilicos en aguas medioambientales.

Analito(s) Matriz Tecnlc_a ’daeb Puntuacion Ref.
extraccion®

SPME [90]
DLLME [91]

Filtros UV Aguas
lipofilicos ~ medioambientales =~ SBDLME [92]
SPE [93]
SPE [94]

a En negrita se resaltan las técnicas de microextraccion

b DLLME: microextraccion liquido-liquido dispersiva (Dispersive Liquid-Liquid
Microextraction); SBDLME: microextraccion liquida dispersiva sobre barra
agitadora (Stir Bar Dispersive Liquid Microextraction); SPE: extraccion en fase
sélida (Solid-Phase Extraction); SPME: microextraccion en fase sélida (Solid-
Phase Microextraction).
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Tabla 2.6. Evaluacion mediante AGREEprep de los métodos seleccionados
para la determinacién de parabenos en aguas medioambientales.

Analito(s) Matriz e-;f:an;g%gae,b Puntuacion Ref.
SDME [99]
HF-SPME [96]

Parabenos Aguas
medioambientales SDME [97]
SPE [98]
SPE [99]

4 En negrita se resaltan las técnicas de microextraccion

b HF-SPME: microextraccion en fase solida con fibra hueca (Hollow-Fiber Solid-
Phase Microextraction); SDME: microextraccion en gota (Single Drop
Microextraction); SPE: extraccion en fase sélida (Solid-Phase Extraction).
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Tabla 2.7. Evaluacion mediante AGREEprep de los métodos seleccionados
para la determinacién de alérgenos en productos de cuidado personal.

Técnica de

Analito(s) Matriz extraccién®?

Puntuacion Ref.

HS-SPME [100]

SBSDME @ [101]

Productos de

Alérgenos cuidado personal LLE [102]
MSPD [103]
PLE [104]

4 En negrita se resaltan las técnicas de microextraccion

b HS-SPME: microextraccion en fase sélida en espacio de cabeza (Headspace
Solid-Phase Microextraction); LLE: extraccion liquido-liquido (Liquid-Liquid
Extraction); MSPD: dispersion de matriz en fase solida (Matrix Solid-Phase
Dispersion); PLE: extraccion liquida presurizada (Pressurized Liquid Extraction);
SBSDME: microextraccion dispersiva por sorcion sobre barra agitadora (Stir Bar
Sorptive Dispersive Microextraction).
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Tabla 2.8. Evaluacion mediante AGREEprep de los métodos seleccionados
para la determinacién de acrilamida en alimentos.

Analito(s) Matriz Tecnlc_a ’daeb Puntuacion Ref.
extraccion®

SDME [105]

DLLME [106]

Acrilamida Alimentos SPME [107]

LLE [108]

SPE [109]

4 En negrita se resaltan las técnicas de microextraccion

b DLLME: microextraccion liquido-liquido dispersiva (Dispersive Liquid-Liquid
Microextraction); LLE: extraccion liquido-liquido (Liquid-Liquid Extraction);
SDME: microextraccion en gota (Single Drop Microextraction); SPE: extraccion
en fase sélida (Solid-Phase Extraction); SPME: microextraccion en fase sélida
(Solid-Phase Microextraction).
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2.3. Discusioén

En las Tablas 2.3-2.8 se puede observar que, como tendencia general, se
obtienen metodologias con un menor impacto ambiental en la etapa de
tratamiento de muestra cuando se emplean técnicas de microextraccion en
comparacion con las técnicas de extraccion convencionales. Las puntuaciones
obtenidas para las técnicas de extraccion clsicas se encuentran en un rango
de entre 0.13 y 0.48, con un valor medio de 0.31, mientras que para las técnicas
de microextraccion se obtienen puntuaciones superiores, de entre 0.37 y 0.66
con un valor medio de 0.54. De este modo, se evidencian los beneficios de las
técnicas de microextraccién en términos de impacto ambiental. A continuacion
se ha realizado una discusién mas detallada, considerando dos subsecciones
principales: por un lado, los aspectos relacionados con la escala de la
extraccion, esto es, los disolventes empleados (criterio 2), la cantidad de
residuos generados (criterio 4) y el volumen de muestra (criterio 5) y por otro
lado, los relacionados con la operatividad y la productividad, como muestras
tratadas por unidad de tiempo (criterio 6), automatizacion e integracion de
etapas (criterio 7) y consumo de energia (criterio 8).

2.3.1. Reactivos, residuos y cantidad de muestra

Como resultado de los elevados esfuerzos en el campo de la Quimica Analitica
en reducir los volumenes de disolventes, residuos y, mas recientemente,
muestras, es de gran interés realizar una comparacion en términos de impacto
ambiental entre las técnicas de extraccidn convencionales y las técnicas de
microextraccion.

La evolucién de las técnicas tradicionales de extraccion hacia las técnicas de
microextraccion implica indudablemente una reduccion de la fase aceptora, es
decir, del disolvente o del sorbente empleado para llevar a cabo la extraccion de
los analitos. En el caso de las técnicas convencionales basadas en disolventes
se emplean volumenes de mililitros. Por ejemplo, se emplearon 2 mL de éter
metil tert-butilico para la determinacién de corticoides en orina [82], mientras
que se utilizaron 5 mL del mismo disolvente para la determinacion de alérgenos
en productos de cuidado personal [102]. Sin embargo, la SDME se empled para
la determinacion de parabenos en aguas requiriendo solo de 3 yL de acetato de
hexilo [97], asi como para la determinacion de acrilamida en alimentos
empleando 1 pL de octanol [105], entre otros, presentando un impacto positivo
en el criterio 2. Ademas, la DLLME se empled para la determinacion de
corticoides en saliva requiriendo 0.09 g de un liquido i6nico y 150 yL de metanol
como dispersante [83], y para la determinacion de filtros UV en aguas
medioambientales utilizando 50 pL de cloroformo y 250 uL de acetona como
disolvente dispersante [91], asi como para la determinacion de acrilamida en
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alimentos empleando 100 pL de diclorometano y 400 pyL de acetonitrilo como
disolvente dispersante [106]. La disminucion en el volumen de disolventes
organicos esta directamente relacionada con una reduccion a la exposicion de
sustancias toxicas, asi como una menor generacion de residuos, obteniendo
mejores puntuaciones en los criterios 2 y 4, respectivamente, comparado con
LLE.

Respecto a la extraccion basada en sorbentes, el formato en el que se encuentra
el sorbente empleado como fase de extraccién afecta directamente a la cantidad
de residuos generados. En este sentido, en SPE se emplean comunmente
cartuchos de extraccion de entre 1 y 6 mL, generando entre 1.6 y 4 g de residuos
en caso de no reutilizarlos. Esta técnica se ha utilizado para una gran cantidad
de aplicaciones como la determinacién de corticoides en orina y plasma [84],
biomarcadores de estrés oxidativo en orina [88,89], filtros UV [93,94] y
parabenos [98,99] en aguas medioambientales, y acrilamida en alimentos [109],
obteniendo puntuaciones iguales o inferiores a 0.42, con un promedio de 0.26.
Sin embargo, cuando se emplean técnicas de microextraccion basadas en
sorbentes, en términos generales, se utiliza una menor cantidad de fase de
extraccion, disminuyendo la cantidad de residuos. Por ejemplo, en
microextraccioén dispersiva por sorcién sobre barra agitadora miniaturizada
(Miniaturized Stir Bar Sorptive Dispersive Microextraction, m\SBSDME) para la
determinacion de corticoides en saliva se requirié solamente 0.5 mg de sorbente
[81], y en DSPE para la determinacién de biomarcadores de estrés oxidativo 9
mg de sorbente [86], entre otras. Ademas, en algunas técnicas como SPME la
fase de extraccion se reutiliza varias veces. En este sentido, se consiguen
mejoras notables en el criterio 4 y, en caso de emplear materiales reutilizables,
en el criterio 3.

La miniaturizacién de las técnicas basadas en sorbentes también implica una
reduccion del tamafo del dispositivo de extraccion, disminuyendo la cantidad de
disolventes empleados en las etapas de acondicionamiento, lavado y/o elucion.
En los métodos en los que se emplea la SPE, se requieren comunmente
volimenes del orden de mililitros mientras que en las técnicas de
microextraccién se emplean volumenes de pocos microlitros. Sin embargo, cabe
mencionar que existe una gran diversidad en los volumenes empleados en SPE.
Por ejemplo, para la determinacién de biomarcadores de estrés oxidativo,
Cervinkova et al. [88] emplearon 1.8 mL de disolvente organico, mientras
Shigenaga et al. [89] emplearon 20 veces mas volumen, afectando
significativamente a la puntuaciéon final obtenida (0.42 frente a 0.17,
respectivamente). El mismo comportamiento se observa para la determinacion
de filtros UV, ya que Diaz-Cruz et al. [94] utilizaron 4 veces mas volumen de
disolvente organico que Cuderman y Heath [93] (0.13 frente a 0.29,
respectivamente). Por consiguiente, a pesar de que las técnicas de extraccion
convencionales requieren de volumenes mas elevados de disolventes
organicos, se debe realizar un esfuerzo para reducirlos al maximo. A diferencia
de las técnicas de extraccion convencionales, algunas técnicas de
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microextraccion como la SPME o la SBSDME se pueden acoplar directamente
a un equipo de desorcién térmica como etapa previa a la cromatografia de
gases, reduciendo mas todavia el consumo de disolventes, o incluso
desarrollando métodos que no requieran el empleo de disolventes. Como se ha
mencionado anteriormente, la reduccion del uso de disolventes esta
directamente relacionada en una disminucion en los residuos generados, asi
como una menor exposicion a sustancias toxicas, obteniendo mejores
puntuaciones en los criterios 2 y 4.

Se ha observado también una tendencia a disminuir o eliminar los disolventes
con mayor impacto ambiental [110], lo que afecta directamente al criterio 10.
Mientras que en algunos procedimientos de SPE se emplean mas de 20 mL de
disolventes téxicos como metanol, en las técnicas de microextraccion se tiende
a evitar su uso o reducirlo a valores del orden de decenas de microlitros.
Ademas, la sustitucion de disolventes organicos convencionales (especialmente
los clorados) por disolventes mas ecolégicos es uno de los focos de atencion en
el campo de la microextraccion [111,112]. De esta forma, se obtienen mejores
puntuaciones en los criterios 2 y 10 cuando se emplean técnicas de
microextraccion conjuntamente con disolventes de bajo impacto ambiental.

Adicionalmente, en los ultimos afios se ha realizado un esfuerzo en reducir el
volumen de muestra, sobre todo en campos como el bioanalisis, donde este es
limitado y en ocasiones solo se dispone de unos pocos microlitros. En este
sentido, la microextraccion en punta de pipeta magnética (Magnetic Pipette Tip
Microextraction, M-PTME) se emple6 para determinar corticoides requiriendo
solo 10 pL de orina o suero [80], la mSBSDME se aplicé para la determinacion
de corticoides en 175 pL de saliva [81] y la microextraccién en fase sdélida en
tubo (In-Tube Solid-Phase Microextraction, IT-SPME) se utilizé para determinar
biomarcadores de estrés oxidativo en 100 uL de orina [87], entre otras. Por el
contrario, cuando se emplean técnicas convencionales de extraccion, estas
requieren volumenes de entre 0.5 y 5 mL para realizar el analisis de fluidos
biolégicos. En otras matrices esta tendencia es menos acusada debido a su
menor limitacion. Asi, se ha observado una disminucién del volumen de muestra
empleado en los anadlisis de aguas medioambientales cuando se emplea
microextraccion (varios mL) con respecto a cuando se emplean técnicas
convencionales (cientos de mL). En los productos de cuidado personal, pese a
que existe una disminucién cuando se emplean técnicas de microextraccion,
esta no es tan acusada. En resumen, el empleo de técnicas de microextraccion
conlleva generalmente una reduccion de la cantidad de muestra, lo que también
implica una reduccién en los residuos y cominmente un menor uso de sorbentes
y disolventes, obteniendo mejores puntuaciones en los criterios 2, 4y 5.
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2.3.2. Productividad, integracién de etapas y automatizacion

Los laboratorios analiticos de rutina requieren metodologias con una elevada
productividad, con la finalidad de poder realizar el analisis de un gran niumero
de muestras diariamente. Por ello, el empleo de metodologias en las que se
pueda llevar a cabo el tratamiento de numerosas muestras en paralelo es de
gran utilidad. En este sentido, las técnicas de microextraccion presentan una
ligera ventaja sobre las técnicas convencionales, ya que la miniaturizacion de
los dispositivos de extraccién implica un menor espacio fisico, permitiendo tratar
un mayor numero de muestras en un mismo espacio. Sin embargo, la diferencia
en este aspecto no es tan notoria debido a que las técnicas convencionales
emplean dispositivos de vacio en el caso de la SPE o, agitadores o bafios de
ultrasonidos en el caso de la LLE, pudiéndose tratar varias muestras en paralelo.
En algunos casos en concreto, como la determinacién de biomarcadores de
estrés oxidativo, uno de los métodos basados en SPE [88] presenta la misma
productividad que el basado en DSPE [86], siendo 20 veces superior que para
IT-SPME [87]. Sin embargo, de forma general, la tendencia es similar a la que
se observa para la determinacién de acrilamida en alimentos, donde la
productividad de la SDME es 10 veces superior a la de la LLE o la SPE. Por ello,
se obtienen mejores puntuaciones para las técnicas de microextraccion en el
criterio 6 y, como una elevada productividad esta directamente relacionada con
un menor consumo de energia por muestra, también se obtienen mejores
puntuaciones en el criterio 8. Adicionalmente, la reduccién del espacio fisico de
los dispositivos de extraccién permite su portabilidad al lugar de toma de
muestra (criterio 1), aunque, dependiendo del sistema, se puede requerir el
empleo de una fuente de alimentacién externa.

Respecto al numero de etapas, se puede observar una clara diferencia entre las
técnicas convencionales y las de microextraccion. Mientras que en técnicas
como la SPE se requieren por lo general 5 etapas o mas, las técnicas de
microextraccién suelen constar de entre 1 y 4 etapas, por lo que se obtienen
mejores puntuaciones en el criterio 7. A modo de ejemplo, para la determinacion
de filtros UV en aguas medioambientales, se requieren 2 o 3 etapas empleando
técnicas de microextraccion (SPME, DLLME y SBDLME), mientras que se
necesitan 5 0 6 cuando se utiliza SPE. De este modo, la reduccion en el nimero
de etapas esta directamente relacionada con una reduccién en el tiempo total
de analisis, aumentando la productividad. Ademas, es importante evitar etapas
que presenten un elevado consumo de tiempo como la evaporacion y la
reconstitucion de los extractos, sobre todo cuando se emplean volumenes
superiores a 1 mL como en el caso de la SPE y la LLE, lo que conlleva a un
elevado consumo de tiempo.

En cuanto a la automatizacion se refiere, debido a la complejidad de la etapa de
preparacion de muestra y el elevado coste generalmente asociado a las
estaciones de trabajo robdéticas, es dificil automatizar el procedimiento completo.
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Por consiguiente, en la mayoria de los métodos se requiere la intervencion del
operador. Solo en la determinacién de parabenos en aguas medioambientales
empleando SDME [95] y la determinacién de biomarcadores de estrés oxidativo
en orina utilizando IT-SPME [87] son métodos totalmente automatizados,
obteniendo mejores puntuaciones en el criterio 7, pero una baja productividad
debido a que no se pueden tratar varias muestras de forma simultanea. Para
poder conseguir métodos totalmente automatizados y que sean capaces de
realizar el tratamiento de un elevado niumero de muestras por unidad de tiempo
se requiere de una mayor inversion en el desarrollo de equipamiento que pueda
hacer frente a los equipos automaticos comerciales, los cuales un gran niumero
de laboratorios no pueden permitirse econdémicamente, como se ha discutido
ampliamente en el Capitulo 1.

2.3.3. Principales aspectos de mejora para el desarrollo de métodos con
un menor impacto ambiental

De acuerdo con los pictogramas de AGREEprep que se muestran en las Tablas
2.3-2.8, tanto para las técnicas convencionales como para las de
microextraccion, existen principalmente tres criterios que generalmente reducen
la puntuacion final del método. Estos son: lugar de preparacion de muestra
(criterio 1), reusabilidad de los materiales (criterio 3) e instrumentacién analitica
empleada (criterio 9). La mejora en estos tres aspectos es la tarea mas dificil
para obtener un método analitico con el menor impacto ambiental posible.

En cuanto al lugar de preparaciéon de muestra, no siempre es posible realizar el
tratamiento de esta en el lugar de su toma. Esto se debe a la instrumentacion
requerida durante el procedimiento. Sin embargo, aprovechando el menor
espacio requerido en las técnicas de microextraccidon seria conveniente el
desarrollo de equipamiento miniaturizado y portatil que permitiera realizar el
tratamiento de muestra in situ. Ademas, en caso de disponer de instrumentacién
analitica portatil, el analisis completo se puede llevar a cabo donde se encuentra
la muestra.

Respecto al criterio 3, no se ha prestado toda la atencion requerida a la
reusabilidad de los materiales, priorizando el beneficio para el operador,
buscando un facil manejo. Por consiguiente, el empleo de materiales de plastico
no biodegradable y de un solo uso, asi como las fases de extracciéon, aumentan
la cantidad total de residuos generados.

El empleo de técnicas cromatograficas acopladas a detectores de
espectrometria de masas, entre otros detectores, es a veces inevitable debido
a la sensibilidad y selectividad requeridas. Sin embargo, se recomienda
optimizar los métodos de forma que su duracién sea lo mas corta posible,
disminuyendo el consumo de energia y por tanto el impacto ambiental.
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Asimismo, se pueden emplear algunas técnicas con menor impacto como la
electroforesis capilar o técnicas electroquimicas, siempre y cuando sean una
alternativa viable. Por otra parte, el empleo de instrumentacion compleja
compromete indudablemente la portabilidad del método completo.

2.4. Conclusion

La evolucibn de las técnicas convencionales hacia las técnicas de
microextraccion ha proporcionado numerosas ventajas en términos de impacto
ambiental como consecuencia de la reduccion del tamano, tal y como se ha
demostrado empleando la herramienta métrica AGREEprep. La miniaturizacion
de los métodos analiticos permite emplear una menor cantidad de fase
extractante durante el proceso de preparacién de muestra, generando una
menor cantidad de residuos. Ademas, se ha observado una disminucién en el
uso de reactivos peligrosos, asi como elevados esfuerzos para reemplazarlos
por alternativas de menor impacto ambiental, incrementando la seguridad del
operador.

A lo largo de las décadas se ha seguido la tendencia de reducir el tamafio
requerido de muestra, especialmente en el campo del bioanalisis, donde en
ocasiones la cantidad de muestra es limitada. También cabe resaltar que la
reduccion del numero de etapas necesarias en las técnicas de microextraccion
ha conllevado un aumento en la productividad, un menor consumo de energia
por muestra y una mayor integracion de las etapas, obteniéndose métodos mas
simples y rapidos. Respecto a la automatizacion, se han obtenido valores bajos
de productividad debido a la complejidad de la etapa de tratamiento de muestra.
Ademas, el elevado coste de los instrumentos conlleva que estos no sean
asequibles para una gran cantidad de laboratorios, por lo que es crucial realizar
mas esfuerzos en este aspecto.

Pese a que la implementacion de las técnicas de microextraccion ha permitido
realizar grandes avances, se debe seguir investigando en este campo para
desarrollar técnicas y métodos que presenten una mayor concordancia con los
principios de la GSP. De este modo, el objetivo final deberia ser obtener Ila
mayor puntuacion posible en herramientas que miden el impacto ambiental (p.
ej. AGREEprep) sin comprometer el rendimiento analitico. En particular, como
se ha demostrado empleando la herramienta AGREEprep, se debe prestar mas
atencién a los criterios que presentan una mayor controversia. Estos son la
portabilidad de la etapa de preparacion de muestra, la reutilizacion de los
materiales y el analisis instrumental, teniendo en cuenta que este ultimo no
siempre depende directamente de la técnica de extraccion sino de la aplicacion.
Ademas, se necesita mas conciencia de la comunidad cientifica respecto al uso
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de técnicas miniaturizadas, no solo en el campo de la investigacién donde se
implementan asiduamente, sino también en laboratorios de analisis rutinarios.

En este capitulo se ha demostrado que el uso de herramientas métricas es muy
util para evaluar el impacto ambiental de un método analitico, de forma que los
investigadores pueden comprobar si sus métodos cumplen con los principios en
los que se basa la herramienta utilizada. En esta comparacién en concreto se
ha empleado AGREEprep debido a su potencial para evaluar la etapa de
preparacion de muestra. Cabe resaltar que para llevar a cabo una comparacion
justa entre métodos publicados se necesita llegar a un consenso en algunos
aspectos. Esto se debe a que mucha informacién, como por ejemplo el material
de laboratorio o instrumentos empleados, no esta disponible en los articulos
publicados o difiere de unos laboratorios a otros. Por ello, en este capitulo se
han incluido algunos valores de referencia para que se puedan emplear de
forma general, con la finalidad de llevar a cabo una justa comparacion entre
métodos.
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Capitulo 3

Resumen

En este capitulo se presenta un método analitico que se ha desarrollado para la
determinacion simultanea de dos biomarcadores de estrés oxidativo (8-hidroxi-
2’-deoxiadenosina (80OHdA) y 8-hidroxi-2’-deoxiguanosina (80HdG)) en saliva.
Estos biomarcadores se producen debido al dafio oxidativo del ADN y han
ganado protagonismo en el campo de la medicina como herramientas para el
diagnostico precoz y control de enfermedades. EI método se basa en la
extraccion en fase solida dispersiva asistida por disolvente (Solvent-Assisted
Dispersive Solid-Phase Extraction, SA-DSPE) como etapa de limpieza de
muestra, seguida de cromatografia de liquidos acoplada a espectrometria de
masas en tandem (Liquid Chromatography-Tandem Mass Spectrometry, LC-
MS/MS). Como fase extractante se ha empleado un polimero comercial de
balance hidrofilico-lipofilico (Hydrophilic-Lipophilic Balance, HLB) que permite la
extraccion de compuestos polares como los analitos de matrices polares como
la saliva. Para obtener la mayor sensibilidad posible, se han optimizado las
variables implicadas en el proceso de extraccion mediante un disefio de Box-
Behnken, mientras que las variables implicadas en la etapa de desorcion se han
optimizado mediante un disefio de Doehlert, a excepcion del disolvente de
desorcién que se ha optimizado empleando un disefio de Simplex-Centroid. El
método se ha validado obteniendo una linealidad de hasta al menos 20 ng mL-
1, limites de deteccién y cuantificacion en el rango bajo de los ng mL-" y valores
de precision inferiores al 15 %. Se ha empleado un calibrado de adicion de
patrén para corregir el efecto matriz observado. Finalmente, se ha aplicado el
método desarrollado a muestras de saliva de nueve voluntarios, tres de los
cuales padecen diabetes tipo I, obteniendo notables diferencias de
concentraciones entre estos y los voluntarios sanos. Ademas, la metodologia
propuesta soluciona algunos inconvenientes presentes en el Unico trabajo
previo donde se determinan estos biomarcadores en saliva, disminuyendo el
consumo de tiempo, asi como el uso de disolventes organicos. Para poder tratar
un mayor numero de muestras de forma simultanea y asi reducir el tiempo de
analisis se ha empleado un agitador orbital termostatizado multiposiciéon que
permite tratar 4 muestras simultaneamente.
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3.1. Introduccioén

El estrés oxidativo se produce como resultado de un desequilibrio en el balance
oxidante-antioxidante del organismo cuando las defensas celulares
antioxidantes no desactivan completamente las especies reactivas de oxigeno
(ROS) [113]. Este dafio oxidativo representa un mecanismo patolégico comun
para el riesgo de desarrollo de aterosclerosis [114,115], determinados tipos de
cancer [116,117], insuficiencia cardiaca [114,118] o diabetes [114,119], entre
otras patologias. El estrés oxidativo induce la oxidacion de diversas
biomoléculas, incluyendo el ADN o ARN, formando nucledtidos oxidados que
son posteriormente excretados mediante diferentes fluidos biolégicos. Por ello,
la determinacion en fluidos bioldgicos de estos productos de estrés oxidativo,
los cuales se consideran potenciales biomarcadores de enfermedades, ha
ganado importancia en el campo de la medicina como herramienta para el
diagnostico precoz y control de dichas enfermedades. La 8-hidroxi-2’-
deoxiadenosina (80HdA) y la 8-hidroxi-2’-deoxiguanosina (80OHdAG), formadas
por el dano oxidativo del ADN, han sido asociados con la diabetes y diferentes
tipos de cancer [75,120,121]. Ademas, se ha demostrado que sus niveles
incrementan significativamente en pacientes con alguna enfermedad en
comparacion con las personas sanas [122]. La estructura molecular y algunas
propiedades relevantes de estos compuestos se pueden observar en la Tabla
3.1.

Tabla 3.1. Estructura molecular y propiedades relevantes de los compuestos
objeto de estudio.

Analito Estructura molecular logPow? M., (g mol)®

N//_>—N\€—NH2
8OHdA g il | 03 267.2

80HdJG — -1.1 283.2

a Pow: Coeficiente de particion octanol-agua
b Mw: Masa molecular

En el campo del bioanalisis es muy interesante disponer de métodos analiticos
para la determinacién de biomarcadores en muestras que requieran una toma
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no invasiva e indolora, tal como la orina o la saliva. Esta ultima se ha convertido
en una herramienta con un gran potencial y muy prometedora en los ultimos
anos, ya que los niveles de biomarcadores estan altamente correlacionados con
los niveles en sangre, presentando ventajas adicionales en términos de facilidad
de obtencién, manejo y conservacion [123,124].

Las concentraciones de los biomarcadores en estos fluidos biolégicos suelen
estar en el rango de los bajos ng mL, por lo que se requieren métodos
analiticos sensibles para llevar a cabo su determinacién. En este sentido, se han
empleado diferentes técnicas analiticas para la determinacion de 80HdA y
80OHdG en muestras bioldgicas, como la cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (Gas Chromatography-Mass Spectrometry, GC-MS)
con derivatizacion previa [125] y la cromatografia de liquidos con deteccion
electroquimica (Liquid Chromatography-Electrochemical Detection, LC-ECD)
[89,126,127] o deteccion mediante LC-MS/MS [75,87,128]. También se han
empleado técnicas no cromatograficas como los ensayos por inmunoadsorcion
ligados a enzimas (Enzyme-Linked Inmunosorbent Assays, ELISA) [129]. Sin
embargo, estos ultimos presentan ciertas desventajas como largos tiempos de
analisis debido al elevado tiempo de incubacion necesario, los kits comerciales
son relativamente caros, y pueden darse reacciones cruzadas entre el
anticuerpo y otras moléculas que tienen estructuras similares a los compuestos
de interés.

Adicionalmente, la etapa de preparacion de muestra es normalmente esencial
para eliminar compuestos interferentes presentes en la matriz. En este contexto,
la determinacion de 80HdA, y principalmente de 80HdG, en fluidos bioldgicos,
se ha llevado a cabo tradicionalmente mediante extraccion en fase sélida (Solid-
Phase Extraction, SPE) [88,127,130—-132]. Sin embargo, el empleo de técnicas
de microextraccion en bioanalisis ha aumentado recientemente [133] debido a
sus ventajas sobre las técnicas convencionales, tales como el menor consumo
de disolventes y cantidad de muestra, menor generacion de residuos y
procedimientos mas rapidos. De este modo, se han publicado diferentes
trabajos en los cuales se emplean técnicas de microextraccion para la
determinacion de 80OHAG y/o 80OHJA en orina [85,134—137]. Hasta la realizacion
del presente estudio, solo existia un precedente en el cual se empleaba una
técnica de microextraccion (microextraccion en fase solida (Solid-Phase
Microextraction, SPME)) para llevar a cabo la extraccion de estos dos
biomarcadores en saliva, requiriendo un elevado tiempo en esta etapa (60 min)
[85].

Por otro lado, respecto a las fases de extraccién, se han empleado diferentes
materiales como C1s [138], C1s/OH [127] o derivados del 6xido de grafeno [134].
Sin embargo, los mas ampliamente utilizados han sido los polimeros de tipo HLB
[88,131,132,139-141]. Estos polimeros proporcionan una combinacion optima
de mondmeros polares y apolares, consiguiendo una buena retencion de los
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analitos. Ademas, se suelen emplear monémeros aromaticos como por ejemplo
divinilbenceno (DVB), lo que permite aumentar la eficacia de extracciéon de
compuestos con anillos aromaticos, como la 80OHdA y la 80OHdG, debido a las
interacciones tipo -1 entre el material y estos compuestos.

El objetivo de este capitulo es desarrollar una metodologia que emplee SA-
DSPE [142] como etapa de limpieza de muestra previa al andlisis mediante LC-
MS/MS para la determinacion de 80OHdA y 80OHdG en muestras de saliva. En
esta metodologia se pretende dispersar el sorbente previamente en un pequefio
volumen de disolvente y no afadirlo directamente a la muestra como se hace
en la DSPE convencional. Con este propésito, con la ayuda de una jeringa, la
dispersion se inyectara en la fase dadora para causar una dispersion del
sorbente mas eficiente [143]. Se pretende emplear como sorbente un polimero
comercial de tipo HLB (Strata™-X-RP) debido a su capacidad para interaccionar
con los analitos. Las variables que afectan a las etapas de extraccion y
desorcién se optimizaran mediante una metodologia de superficie de respuesta
(Response Surface Methodology, RSM) para poder obtener la mayor
sensibilidad posible.

3.2. Experimental
3.2.1. Reactivos

Se emplearon 8-hidroxi-2’-deoxiadenosina = 99 % de Cayman Chemical
Company (Michigan, EE. UU.) y 8-hidroxi-2’-deoxiguanosina = 98 % de Biosynth
Carbosynth (Berkshire, Reino Unido) como patrones.

Como fase extractante se empleo Strata™-X-RP obtenido de cartuchos de SPE
(500 mg/6 mL) de Phenomenex (Torrance, EE. UU.).

Como disolventes se emplearon N,N-dimetilformamida de Scharlab (Barcelona,
Espana), acetonitriio (ACN) grado LC-MS de VWR (Fontenay-sous-Bois,
Francia) y agua ultrapura (resistividad 218.2 MQ cm) obtenida a través de un
sistema de purificacién de agua Adrona (Riga, Letonia). Para la preparacion de
la fase movil se utilizé metanol (MeOH) grado LC-MS de Honeywell (Seelze,
Alemania), agua grado LC-MS de Panreac (Barcelona, Espana) y fluoruro de
amonio (NH4F) de Acros Organics (Geel, Bélgica).

Para la preparacion de saliva sintética se adquirieron cloruro de sodio (NaCl) de
Fisher Scientific (Loughborough, Reino Unido), cloruro de potasio (KCI), cloruro
de calcio (CaClz-H20), tiocianato de potasio (KSCN) y dihidrégeno fosfato de
sodio (NaH2PO4-H20) de Panreac, sulfuro de sodio (NazS) de Scharlab y urea
de VWR Chemicals.
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Se empled nitrégeno como gas de nebulizacion en la fuente MS/MS obtenido
mediante un generador NiGen LC-MS 40-1 de Claind S.r.l. (Lenno, ltalia), y
nitrégeno extrapuro (> 99.999 %) en la celda de colisién del MS/MS de Praxair
(Madrid, Espana).

3.2.2. Instrumentacion

Se emplearon una centrifuga EBA 21 de Hettich (Tuttlingen, Alemania) y un
agitador orbital termostatizado multiposicién modelo TS-100 de Thermo-Shaker
Biosan (Riga, Letonia).

Para la medida del potencial zeta, con la finalidad de determinar el punto de
carga cero del sorbente, se empled un equipo Malvern Zetasizer ZS (Malvern,
Reino Unido).

Se empled un sistema de cromatografia de liquidos Agilent Technologies 1100
Series equipado con un desgasificador, una bomba cuaternaria, un inyector
automatico y un horno con una columna Zorbax SB-C1s (50 mm de longitud, 2.1
mm de diametro interno y 1.8 ym de tamano de particula), acoplado a un
detector Agilent 6410B Triple Quad MS/MS.

3.2.3. Toma de muestra y pretratamiento

Se analizaron muestras de saliva de nueve voluntarios, tres de ellos con
diabetes de tipo Il. Cada voluntario dio su consentimiento por escrito para la
participacion en este estudio, siguiendo las directrices éticas de la Declaracién
de Helsinki y siendo aprobado por el Comité de Etica de Investigacion en
Humanos (CEIH) de la Universidad de Valencia.

Para la toma de cada una de las muestras se empled el salivado pasivo,
centrifugando a 6000 rpm durante 5 min para separar la saliva de posibles restos
de comida o flema, y guardando el sobrenadante a -20 °C. Previamente al
analisis, las muestras se descongelaron a temperatura ambiente y centrifugaron
a 18000 rpm durante 5 min para eliminar las mucinas y reducir asi la viscosidad.

3.2.4. Preparacion de saliva sintética

Para la validacion del método, se prepard saliva sintética de acuerdo a un
protocolo adaptado [144]. De este modo, se prepard una disolucion de agua
ultrapura conteniendo NaCl (400 mg L), KCI (400 mg L"), CaCl2-H20 (795 mg
L"), NaH2PO4-H20 (690 mg L"), KSCN (300 mg L), Naz2S (5 mg L") y urea
(1000 mg L™).
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3.2.5. Preparacion del calibrado por adicion de patrén

Se prepararon disoluciones patron independientes de 8OHdA y 80OHdG en N,N-
dimetilformamida a una concentraciéon de 1000 ug mL-". A continuacion, una
alicuota de cada disolucion se diluyé en agua ultrapura para obtener una
disolucion multicomponente con una concentracion de 1 ug mL-' de cada analito.
Estas disoluciones se conservaron a -20 °C. En cada sesién de trabajo se diluyo
una alicuota de la disolucién multicomponente en agua ultrapura para obtener
una disolucién patrén de 100 ng mL-' de cada analito.

El calibrado de adicién de patron se preparé anadiendo diferentes volimenes
(10 a 50 pL) de la disolucién patrén multicomponente de 100 ng mL-" a diferentes
microtubos de centrifuga con 0.5 mL de saliva obtenida como se ha indicado en
la Seccién 3.2.3 y afiadiendo agua ultrapura hasta completar 1 mL, obteniendo
un rango de concentraciones de entre 1y 5 ng mL™". En la Figura 3.1 se muestra
un esquema del pretratamiento de la muestra y la preparacion del calibrado por
adicién de patrén.

V* mL patrén (0.5 - V) mL H,0

100 ng mL"!
Centrifugar
6000 rpm
5 min Descongelar 0.5 mL saliva
— —
Centrifugar
18000 rpm
5 min
\/ \/ Volumen final: 1 mL
Almacenar el
sobrenadante
a-20°C

Figura 3.1. Tratamiento de la saliva previo a la SA-DSPE (* V=10-50 pL).

3.2.6. Procedimiento de la SA-DSPE

En primer lugar, se pesaron 9 mg del sorbente en microtubos de centrifuga y se
afiadieron 50 pyL de MeOH, dispersando el material, e introduciendo la
dispersion con la ayuda de una pipeta semiautomatica en las disoluciones del
calibrado de adicion de patron preparadas previamente. A continuacion, los
microtubos de centrifuga se llevaron al agitador orbital multiposicion, agitando a
250 rpm durante 1 min a 25 °C. Seguidamente, los microtubos se centrifugaron
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a 18000 rpm durante 3 min, y el sobrenadante se descarté. El sorbente
conteniendo los analitos se lavd con 50 uL de agua ultrapura para eliminar
posibles restos de saliva, posteriormente se centrifugd y se descarté de nuevo
el sobrenadante. Para llevar a cabo la desorcion de los analitos, se afiadieron
60 puL de ACN vy se procedioé a la dispersion del material en el agitador orbital
termostatizado agitando a 1400 rpm durante 7 min a 25 °C. Finalmente, se
procedio a la centrifugacion de los microtubos, transfiriendo el sobrenadante a
insertos de 250 pL situados en el interior de viales para su inyeccién en el
sistema LC-MS/MS (Figura 3.2).

! 9 mg material | ! ! ! '

! 50 uL MeOH | ! ! ! 60uLACN |

i i 1 50 HL H,0 | | i

! I ! 1 1 | 1

: : : : : :

. i Centrifugar | W ! Centrifugar ! et . Centrifugar

' i 18000 rpm ! ' 18000 rpm ! ! 18000 rpm

! H i ! I 3min ! 3 min

! Smin_, , | | = s || ————— Lcmsms

| 1 \ 1 1

: | LU Vo

' 1min i ! ! : 7 min !

' 250rpm | ! ! ' 1400rpm |

L_2C ] S : L. ¢ ]
Extraccion Lavado Desorcion

Figura 3.2. Esquema del procedimiento de extraccién propuesto para la
extraccion de los analitos en muestras de saliva.

3.2.7. Condiciones LC-MS/MS

- Columna: Zorbax SB-C1s (50 mm longitud, 2.1 mm de didmetro interno y 1.8
pum de tamafio de particula)

- Temperatura de la columna: 35 °C

- Volumen de inyeccion: 10 pL

- Fase movil: 0.5 mM NHsF:MeOH (10:90, v/v) (isocratico)
- Caudal: 0.2 mL min-!

- Duracién del cromatograma: 3.5 min

- Modo ionizacion MS/MS: ESI+

- Voltaje: 5000 V (ESI+)
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- Temperatura del gas de nebulizacion: 340 °C
- Flujo del gas de nebulizacién: 4 L min-!

- Presién del nebulizador: 20 psi

En la Tabla 3.2 se muestran las transiciones empleadas para la deteccion
instrumental de lo analitos.

Tabla 3.2. Relaciones masa/carga (m/z) de los iones precursores y producto,
energias de colision y fragmentador para 8OHdA y 8OHdG.

. lon precursor lon producto Energia de

Analito (miz) (miz)? colision (V) Fragmentador (V)
152 10

8OHdA 268 96
89 16
168 14

80OHdG 284 96
117 14

aEn negrita se resaltan las m/z empleadas para la cuantificacion

En la Figura 3.3 se muestran los cromatogramas obtenidos para ambos analitos
al aplicar el método a una disolucién patron de 5 ng mL-! preparada en saliva
sintética.

80OHdG
80
60
;\? 40
© 20
2
® 0
[
< 100
i 8OHdA
» 80
60
40
20
0 - T T T T T T 3
0 0.5 1 1.5 2 25 3 35

Tiempo (min)

Figura 3.3. Cromatograma obtenido para una disolucion patrén conteniendo 5
ng mL-" de los analitos en saliva sintética tras la aplicacion del método basado
en SA-DSPE y su posterior analisis mediante LC-MS/MS.
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3.3. Resultados y discusion
3.3.1. Seleccién del sorbente y acondicionamiento del mismo

Se decidio emplear Strata™-X-RP como sorbente debido a que presenta una
Optima combinacion de grupos funcionales polares y apolares en su estructura,
confiriéndole asi propiedades hidrofilicas y lipofilicas, permitiendo su interaccion
con los analitos [88,130,139]. Especificamente, este sorbente esta compuesto
de un copolimero de estireno-DVB y pirrolidona.

En un primer intento, se consideré el empleo de un composite magnético
incrustando las nanoparticulas magnéticas en la red polimérica como se
describe en trabajos previos [81,143,145]. Sin embargo, no se encontraron
diferencias en términos de eficacia de extraccion empleando las mismas
condiciones para el composite magnético y el polimero no magnético. Debido a
estos resultados y con la intencién de desarrollar un método asequible para
cualquier laboratorio de rutina sin la necesidad de sintetizar previamente un
composite, se decidié emplear el polimero no magnético a pesar de no poseer
las ventajas de los materiales magnéticos en cuanto a su facil recuperacion
posterior a su dispersion. Sin embargo, la posibilidad de tratar varias muestras
simultaneamente empleando el agitador orbital multiposicion contrarresta este
inconveniente.

Ademas, en experimentos preliminares se confirmd que era necesario el
acondicionamiento del material con un disolvente organico, como por ejemplo
MeOH, previo al proceso de extraccion. De lo contrario, el material en la etapa
de centrifugacién no se depositaba en la parte inferior del microtubo y
permanecia en la parte superior, dificultando asi la retirada del sobrenadante sin
pérdida de material. Esto se debe a la baja densidad del sorbente, que al ser
acondicionado con un disolvente organico se introduce en los poros,
aumentando su densidad. De esta forma, primero se dispersaba el material en
unos pocos microlitros de MeOH en el microtubo de centrifuga y posteriormente
la dispersién se inyectaba en la correspondiente fase dadora para proceder a la
extraccion de los analitos.

3.3.2. Potencial zeta del material y estudio del pH

El potencial zeta es una medida de la carga eléctrica efectiva en la superficie
del material y de la estabilidad de la dispersion, lo cual depende de las
propiedades quimicas de la superficie del material. Se realizé la medida del
potencial zeta en funcién del pH del medio para determinar el punto de carga
cero del material. Como se puede observar en la Figura 3.4 , la superficie de
las particulas se mantiene cercana a la neutralidad a pH entre 2 y 6 ya que los
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valores de potencial zeta presentan valores superiores a -10 mV, mientras que
se encuentra negativamente cargado a pH 8.

0 -
-5

Potencial zeta (mV)

o
&

pH

Figura 3.4. Potencial zeta del sorbente Strata™-X-RP.

A continuacion, se llevé a cabo un estudio del efecto del pH de la fase dadora
de entre 4 y 8. En el caso de pH 8 se observaba turbidez en la disolucién patroén,
por lo que los analitos podian haber precipitado, descartando este valor. Los
resultados mostrados en la Figura 3.5 muestran la disminucion de la extraccion
de los analitos cuando se acidificaba el medio. Este hecho se puede deber a la
protonacion de los nitrégenos purinicos de ambos analitos, lo que genera que
los analitos queden cargados positivamente incrementando su afinidad por la
fase acuosa. Ademas, pese a que los analitos estaban positivamente cargados,
el material no era capaz de establecer interacciones electroestaticas que
favorecieran la extraccién de los analitos debido a su estado neutro a estos
valores de pH. Por ello, se selecciond el pH fisiolégico de la saliva que se
encuentra entre 6 y 7 como valor éptimo.

121 =80HdA =80HdG

I

-
o
1

o
[oe]
1
—

Area relativa
o
»
.

0.4 -
0.2 A
0.0
4 6 7
pH

Figura 3.5. Estudio de la influencia del pH en la extraccion de los analitos.
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3.3.3. Estudio de la fuerza i6nica

La fuerza idnica puede tener efectos significantes en la afinidad de los
compuestos por la fase acuosa, afectando a la eficacia de la extraccién. Por ello,
se prepararon diferentes disoluciones patrén en agua ultrapura conteniendo 10
ng mL-" de los analitos cada una, afiadiendo diferentes concentraciones de NaCl
(20, 50 y 100 mM). Como se muestra en la Figura 3.6, se obtuvo una mayor
extraccion a valores bajos de fuerza idnica. Este hecho se puede deber al
aumento de la viscosidad de la disolucién al aumentar la concentracién de NaCl,
disminuyendo la eficiencia de la dispersion del material en la fase dadora y, por
tanto, la extraccion de los analitos.

1.2 4
10 4 I m80HdA = 80HdG

Area relativa
o o o
N o o

o
N
L

0.0 -
20 50 100

Fuerza iénica (mM)

Figura 3.6. Estudio del efecto de la fuerza idnica en la extraccion de los analitos.

A partir de estos resultados y teniendo en cuenta que la saliva presenta una
fuerza idnica intrinseca alrededor de 50 mM, se realiz6 un estudio de la dilucién
de la muestra. Se probaron tres diluciones diferentes de saliva:agua (1:3, 1:1y
3:1, v/v) y saliva sin diluir. Para ello, se emple6 una disolucidn patron de saliva
sintética de 10 ng mL-" diluida convenientemente, obteniendo concentraciones
de 2.5, 5y 7.5 ng mL-" para las diluciones 1:3, 1:1 y 3:1 (v/v), respectivamente.
Teniendo en cuenta los resultados que se muestran en la Figura 3.7, la dilucion
1:1 (v/v) resultd ser la 6ptima. Mientras que la dilucién 3:1 (v/v) era insuficiente
para reducir la fuerza idnica, mediante una diluciéon 1:3 (v/v) se conseguia una
mayor disminucién de la fuerza iénica, pero también una mayor dilucién de la
muestra y, por tanto, de los analitos, obteniéndose sefales inferiores a las
proporcionadas por la dilucién 1:1 (v/v), la cual fue seleccionada como la mejor
opcion.
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m80HdA 80OHdG
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Figura 3.7. Estudio del efecto de la dilucién de la muestra en la extraccion de
los analitos.

3.3.4. Optimizacion de las variables de extraccion

Para el estudio de la influencia de la masa de sorbente, el tiempo de extraccion,
la temperatura y la velocidad de agitacion, se empledé una estrategia de
optimizacién multivariante basada en una RSM. De esta forma, se pueden
observar relaciones entre variables de forma general. Se emple6 un disefio de
Box-Behnken de cuatro factores y tres niveles, estudiando los siguientes rangos
de valores: 1-20 mg de masa de sorbente, 1-20 min de tiempo de extraccién,
25-60 °C de temperatura y 250-1400 rpm de velocidad de agitacién. Todos los
experimentos se realizaron empleando 500 pL de una disolucién patrén
conteniendo 5 ng mL-" de los analitos preparada en saliva sintética y diluida con
agua ultrapura en una proporcion 1:1 (v/v). Como condiciones de desorcion se
seleccionaron 80 uL de MeOH y una velocidad de agitacion de 1400 rpm durante
5 min a 25 °C. Se selecciono el area de los picos como respuesta analitica. La
descripcion del disefio de Box-Behnken se muestra en el Anexo l. Se realizaron
un total de 54 experimentos, incluyendo tres réplicas del punto central (Tabla
3.3), y un duplicado de todo el disefio experimental. Para llevar a cabo el anélisis
estadistico se empleé el software Statgraphics Centurion XVI (Virginia, EE. UU.).
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Tabla 3.3. Disefio Box-Behnken para la optimizacién multivariante de las
variables involucradas en el proceso de extraccion.

Masa de Tiem_p'oo de_ Temperatura (°C) Vglogi'dad de
Etapa sorbente (mg) extraccion (min) agitacion (rpm)
D? cP D C D C D C
1 1 -1 1 -1 42.5 0 800 0
2 20 1 1 -1 42.5 0 800 0
3 1 -1 20 1 42.5 0 800 0
4 20 1 20 1 42.5 0 800 0
5 10.5 0 10.5 0 25 -1 200 -1
6 10.5 0 10.5 0 25 -1 1400 1
7 10.5 0 10.5 0 60 1 200 -1
8 10.5 0 10.5 0 60 1 1400 1
9 1 -1 10.5 0 25 -1 800 0
10 20 1 10.5 0 25 -1 800 0
11 1 -1 10.5 0 60 1 800 0
12 20 1 10.5 0 60 1 800 0
13 10.5 0 1 -1 42.5 0 200 -1
14 10.5 0 20 1 42.5 0 200 -1
15 10.5 0 1 -1 42.5 0 1400 1
16 10.5 0 20 1 42.5 0 1400 1
17 1 -1 10.5 0 42.5 0 200 -1
18 20 1 10.5 0 42.5 0 200 -1
19 1 -1 10.5 0 42.5 0 1400 1
20 20 1 10.5 0 42.5 0 1400 1
21 10.5 0 1 -1 25 -1 200 -1
22 10.5 0 20 1 25 -1 200 -1
23 10.5 0 1 -1 60 1 1400 1
24 10.5 0 20 1 60 1 1400 1
25 10.5 0 10.5 0 42.5 0 800 0
26 10.5 0 10.5 0 42.5 0 800 0
27 10.5 0 10.5 0 42.5 0 800 0

aValores descodificados
bValores codificados

La adecuacion del modelo se evaludé mediante el coeficiente de determinacion
(R?), para el cual se obtuvieron valores superiores a 0.85 para ambos analitos.
Este valor indica que el modelo disefiado es eficiente para la prediccién de las
respuestas. Las superficies de respuesta en funcién de la deseabilidad se
representaron por pares de variables. Como se puede observar en la Figura
3.8, valores intermedios de masa de sorbente conseguian una éptima eficacia
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de extraccion. Esto se debe a que a menor cantidad de material la superficie de
adsorcién disminuye y por tanto también la eficacia de adsorcién. Sin embargo,
una cantidad elevada de sorbente no permitia su correcta dispersion en el
disolvente de desorcion debido a su bajo volumen, disminuyendo la eficacia en
la transferencia de los analitos desde el sorbente al disolvente de desorcion. Por
ello, se seleccion6 9 mg como valor éptimo.

Respecto al tiempo de extraccion, el analisis de varianza (ANOVA) mostré que
era la unica variable que no afectaba de forma significativa (p > 0.05) en el
proceso de extraccion. Esto se puede explicar atendiendo a que se alcanza
rapidamente el equilibro adsorcion-desorcion entre los analitos y el sorbente
debido a su dispersion, requiriendo tiempos de extraccion cortos. Con la
finalidad de reducir el consumo de tiempo, se selecciond 1 min como tiempo de
extraccion.

La temperatura fue la variable con mayor influencia en la eficacia de extraccion,
mostrando un efecto negativo, por lo que se seleccionaron 25 °C por ser el valor
minimo del agitador orbital termostatizado. Segun la bibliografia, esto se puede
deber a la degradacion de los analitos al aumentar la temperatura o a una mejor
solubilidad en la fase dadora [146]. Para determinar la causa real, se prepararon
diversas disoluciones patrén en agua y se aplicaron temperaturas crecientes
hasta 60 °C durante 10 min sin extraccién. Los resultados mostraron que la
concentracién de los analitos se mantenia constante. Por ello, se concluy6 que
el efecto negativo de la temperatura se debidé a la mayor solubilidad de los
analitos en la fase dadora.

Al igual que la temperatura, también se obtuvo un efecto negativo para la
velocidad de agitacion. Esto se puede explicar teniendo en cuenta que el
equilibrio de adsorcién se alcanza rapidamente incluso a velocidades bajas de
agitacion. Un aumento en la velocidad de agitacion solo favorecia la dispersion
del material con los analitos retenidos por todo el interior del microtubo de
centrifuga y el tapdn. De esta forma, en la etapa de desorcién, al utilizar un bajo
volumen de disolvente, el contacto entre este y el sorbente no era el adecuado
ya que el sorbente se encontraba también disperso en la parte superior del
microtubo donde no llegaba el disolvente. Por ello, habia una menor
transferencia de los analitos del sorbente al disolvente de desorcion,
disminuyendo la eficacia de extraccion, por lo que se seleccioné 250 rpm como
velocidad de agitacion para posteriores experimentos.
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Figura 3.8. Superficies de respuesta obtenidas en la optimizacion multivariante
de las condiciones de extraccién para a) masa de sorbente y tiempo de
extraccion; b) temperatura y velocidad de agitacion.

Dado que el sorbente se introduce disperso en MeOH, produciéndose asi su
dispersion en la muestra, se comprobd que la agitacion en la etapa de extraccion
producia una mejora en la eficacia. Asi, se realizaron diversos experimentos
para comprobar que una posterior agitacion aumentaba la extraccion de los
analitos. Con esta finalidad, las sefiales de los analitos fueron comparadas
después de la extraccion bajo las siguientes condiciones: (1) 1 min de extraccion
a una velocidad de agitacion de 250 rpm; (2) 1 min de extraccidn sin agitacion
dejando la dispersién sin alterar durante este tiempo; (3) sin tiempo de
extraccion, centrifugando inmediatamente después de la dispersién del material.
Como se puede observar en la Figura 3.9, se obtuvo una menor sefial para
ambos analitos cuando no existia agitacién, demostrando que si favorece la
cinética de extraccion y por tanto su necesidad.
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Figura 3.9. Comparacion de las condiciones de extraccion en términos de
tiempo y agitacion.

En resumen, se seleccionaron como valores 6ptimos para la etapa de extracciéon
9 mg de sorbente, una velocidad de agitacién de 250 rpm, una temperatura de
25 °C y 1 min como tiempo de extraccion.

3.3.5. Optimizacion de las variables de desorcion

Se estudiaron las variables involucradas en la etapa de desorcion. Estas fueron
el tiempo de desorcion, la velocidad de agitacion y el disolvente de desorcion.
Todos los experimentos se llevaron a cabo empleando 500 pL de una disolucion
patrén conteniendo 5 ng mL-" de los analitos preparada en saliva sintética y
diluida con agua ultrapura en una proporcién 1:1 (v/v). Se seleccionaron 60 pL
como volumen de desorcién ya que este era el minimo volumen que podia ser
empleado eficientemente debido a que volumenes mas bajos no
proporcionaban una buena dispersién del sorbente.

3.3.5.1. Tiempo de desorcion y velocidad de agitacion

Para llevar a cabo la optimizacion del tiempo de desorcién y la velocidad de
agitacion se empled un disefio Doehlert (Anexo ), basado en una RSM de dos
factores y tres niveles. Se estudiaron los siguientes rangos de valores para cada
variable: 1-20 min de tiempo de desorcion y 250-1400 rpm de velocidad de
agitacion. Se requirieron un total de 9 experimentos y se empleé el software
Statgraphics para el analisis estadistico.
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Se evalud la adecuacion del modelo mediante el R?, obteniendo valores
superiores a 0.86 para ambos analitos. Este valor indica que el modelo es
eficiente para la prediccién de las respuestas.

Como se puede observar en la Figura 3.10, se obtuvo una mejora en la
transferencia de los analitos desde el sorbente al disolvente de desorcion
cuando se empleaban velocidades de agitacién elevadas, por lo que 1400 rpm
se seleccioné como valor 6ptimo. Esta tendencia se puede explicar teniendo en
cuenta que a una elevada velocidad se producia una mejor dispersion del
sorbente, lo que conlleva una mejor transferencia de los analitos al disolvente
de desorcion. Respecto al tiempo de desorcién, se obtuvo un importante efecto
positivo en la respuesta de los analitos al emplear bajas velocidades de
agitacion. Sin embargo, cuando el material se dispersaba a elevadas
velocidades, la importancia del tiempo de desorcion disminuia. A un valor de
1400 rpm, se obtuvo un amplio rango de tiempo (7-15 min) en el cual se
conseguia una buena eficacia de extraccién, obteniendo valores similares
dentro de dicho rango. Para minimizar el tiempo de analisis, se selecciond un
tiempo de desorciéon de 7 min.

=4
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~ooccocooooos
COWONONAWN=-O

Deseabilidad

710
4.8 T s 480 Velocidad de agitacién (rpm)
' 86 124 450 ~ 250

20
Tiempo de desorcion (min)

Figura 3.10. Superficie de respuesta obtenida en la optimizacion multivariante
de las condiciones de desorcién representando el tiempo de desorcién y la
velocidad de agitacion.

3.3.5.2. Disolvente de desorcion

Para la optimizacion del disolvente de desorcion se empleé un disefio Simplex-
Centroid [147] (Anexo |). Este modelo representa el triangulo de todas las
mezclas posibles de tres componentes para encontrar el valor 6ptimo. Los
vértices del triangulo representan los tres disolventes puros y los puntos
intermedios una mezcla de los componentes. Se eligieron MeOH, ACN y agua
ultrapura para ser estudiados como disolventes de desorcion. Para el analisis
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estadistico se empled el software Statgraphics Centurion XVI, tomando las
areas de los picos como respuestas analiticas.

La proporcion de los componentes se expresé como una fraccion de la mezcla,
tomando valores entre 0 y 1. Se llevaron a cabo 7 experimentos para el
desarrollo de este modelo seleccionando como condiciones de extraccién las
obtenidas en la optimizaciéon. Como condiciones de desorcidon, se emplearon 60
ML del correspondiente disolvente de desorcién o mezcla, a 1400 rpm durante 7
min a una temperatura de 25 °C.

La adecuacion del modelo se evalu6 mediante el R?, obteniéndose un valor
superior a 0.94 para ambos analitos. Este valor indica que el modelo disefado
es eficiente para la prediccion de las respuestas. Como se muestra en la Figura
3.11, los mejores resultados se obtuvieron empleando ACN, por lo que se
seleccioné como disolvente de desorcion. Ademas, la baja eficacia de desorcion
del agua confirmé que no habia ninguna pérdida significativa de los analitos
durante el proceso de lavado del material. Esta etapa permite eliminar el exceso
de sal presente en la superficie del sorbente, el cual puede ocasionar supresion
i6nica en el detector de MS/MS, conllevando un efecto matriz.

ACN =1

MeOH =1 ACN =0

o N I 1
Deseabilidad

Figura 3.11. Representacion grafica del disefio Simplex-Centroid empleado
para la optimizacion del disolvente de desorcion.
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3.3.6. Estudio del efecto matriz

Para la evaluacién del efecto matriz se determinaron los coeficientes de
recuperacion relativa de dos muestras de saliva de diferentes voluntarios. Para
ello, las muestras se fortificaron a dos niveles de concentracion (1 y 5 ng mL-")
y se aplico el método optimizado. Se obtuvieron bajos valores (7-42%),
indicando la presencia de efecto matriz. De esta forma, se empled el calibrado
de adicion de patrén para corregir dicho efecto matriz [148].

3.3.7. Caracteristicas analiticas del método

Se evaluaron diferentes parametros analiticos con la finalidad de validar el
método propuesto siguiendo la guia harmonizada ICH [149]. Los resultados
obtenidos se muestran en la Tabla 3.4. Cabe resaltar que, debido al empleo del
calibrado por adicion de patrén para corregir el efecto matriz, el cual puede variar
segun la muestra, los parametros dependientes de la sefal, como la linealidad
o los limites de deteccion (Limit of Detection, LOD) o de cuantificaciéon (Limit of
Quantification, LOQ) son dependientes de cada muestra. Con la finalidad de
obtener valores aproximados y determinar el orden de magnitud para poder
realizar una comparacién con otros métodos, se empled saliva sintética para
obtener los valores de estos parametros.

El método presentd una linealidad de hasta al menos 20 ng mL-", obteniéndose
coeficientes de determinacion superiores a 0.990.

Los LOD y LOQ se calcularon como 3 y 10 veces, respectivamente, la relacién
sefnal-ruido de una disolucion patron a la que se le aplicd el método propuesto.
Se obtuvieron valores de LOD y LOQ de 0.25y 0.83 ng mL-! para la 80OHdA y
de 0.22 y 0.72 ng mL"" para la 80OHdG, respectivamente.

El rendimiento de extraccion (Extraction Efficiency, EE) para ambos analitos se
calculé empleando la siguiente ecuacién:

EE (%)="t-100=21-100 (Ec. 3.1)

Donde mr es la masa final del analito en el extracto, mi es la masa inicial del
analito en la fase dadora, Cs es la concentracion final del analito en el extracto,
Vr es el volumen del extracto, Ci es la concentracion inicial de los analitos en la
fase dadora y Vi es el volumen de la fase dadora. Se obtuvieron valores de 7.2
% para la 80OHdA y de 11 % para la 80OHdG. Pese a que estos valores no son
muy elevados, permiten alcanzar los limites necesarios para la determinacién
de los analitos. Ademas, se requiere de una etapa de limpieza de la muestra
debido a la elevada concentracion salina de la saliva, la cual no puede
introducirse directamente en el MS/MS.
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La precision del método propuesto se estudié en una misma sesion de trabajo
(intra-dia) y en diferentes sesiones consecutivas (inter-dia). Con esta finalidad
se aplicé el método a cinco réplicas independientes de disoluciones patrén
multicomponente a dos niveles de concentracién (1 y 5 ng mL-'). Como se puede
observar en la Tabla 3.4, todos los valores de desviacién estandar relativa
(Relative Standard Deviation, RSD) se encontraban por debajo de 15%,
concluyendo que el método propuesto presenta una buena precision.

Tabla 3.4. Caracteristicas analiticas del método propuesto.

Precision (% RSD)

. LOD LoQ . .
2 - -
Analito R (ng mL") (ng mL") Intra-dia Inter-dia
1 5 1 5
ngmL' ngmL' ngmL!' ngmL"’
80OHdA 0.992 0.25 0.83 14.8 6.3 5.7 10.0
80HdG 0.991 0.22 0.72 8.3 10.0 14.0 14.7

3.3.8. Analisis de muestras

Para demostrar la aplicabilidad del método en la determinacién de los
biomarcadores 80OHdA y 80OHAG en saliva, se analizaron muestras de saliva de
nueve voluntarios. En la Tabla 3.5 se muestran las concentraciones obtenidas
para cada voluntario. Los voluntarios del 1 al 6 eran personas sanas, mientras
que los voluntarios del 7 al 9 padecian diabetes tipo II. Como se puede observar,
los voluntarios sanos presentaron concentraciones mas bajas de ambos
biomarcadores (<2.4 ng mL™"), mientras que los voluntarios con diabetes tipo I
presentaban concentraciones mas elevadas (2.8-6.9 ng mL-"). Los resultados
obtenidos muestran que el método es totalmente aplicable para la determinacion
de estos biomarcadores en saliva, por lo que puede ser una herramienta util
para el seguimiento clinico de rutina de pacientes con diferentes patologias tal
como la diabetes tipo .
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Tabla 3.5. Resultados obtenidos aplicando el método basado en SA-DSPE y
LC-MS/MS a muestras de saliva de diferentes voluntarios.

Concentracién (ng mL™)

Voluntario

8OHdA 80OHdG
1 1.0+ 0.1 24+01
2 <LOD 1.1+£0.2
3 1.3+0.3 <LOD
4 24+04 1.3+0.2
5 1.9+0.2 <LOQ
6 <LOQ <LOQ
72 6.9+0.1 2.8+0.1
82 5.0+ 0.5 44+0.6
92 3.9+0.5 40+04

adiagnosticados con diabetes tipo Il

3.3.9. Comparaciéon con métodos previos y evaluacion del impacto
ambiental

Se llevo a cabo una comparacion del método propuesto con otras metodologias
presentes en la bibliografia cientifica donde se realiza la determinacion de
80OHdA y 80OHdG en saliva (Tabla 3.6) [85,150]. Respecto a los LOD, el método
desarrollado presenta considerables mejoras. Ademas, la etapa de tratamiento
de muestra requiere de 17 min (1 min de extraccién + 7 min de desorcién + 9
min de centrifugacién), mientras que en el Unico método previo basado en
microextraccién se requieren 60 min (30 min de extraccion + 30 min de
desorcién). También cabe remarcar que el empleo del agitador orbital
termostatizado es otra considerable ventaja ya que permite procesar varias
muestras simultdneamente.

Sin embargo, la mayor desventaja del método propuesto es el elevado volumen
de muestra que requiere (0.5 mL por cada punto del calibrado) debido al empleo
del calibrado por adicion de patron para la cuantificacion de los analitos.
También cabe remarcar que la etapa de tratamiento de muestra es mas
laboriosa en comparacion con el método analitico basado en electroforesis
capilar (Capillary Electrophoresis, CE) [150], el cual no requiere de ningin
proceso de extraccion, pero el LOD obtenido es considerablemente superior.
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Ademas, como se ha comentado, evitar la etapa de tratamiento de muestra en
el analisis de saliva no es conveniente cuando se emplea LC-MS/MS debido a
su elevado contenido en sales.

El impacto ambiental de la etapa de preparacién de muestra se evalud
empleando la herramienta métrica AGREEprep [63]. Como se observa en la
Figura 3.12, se obtuvo una puntuacién de 0.34. Pese a que el método
desarrollado presenta ventajas respecto a los métodos previos (comentadas
anteriormente), no consigue obtener una elevada puntuacion en lo que al
impacto ambiental se refiere. Esto se debe principalmente a la necesidad de
emplear un calibrado de adicion de patrén, lo que conlleva una mayor
generacion de residuos (criterio 4) y volumen de muestra (criterio 5), y una
menor productividad (criterio 6). Ademas, a pesar de usarse un agitador con 24
posiciones, solo se puede realizar la extraccidon simultanea de 4 muestras ya
que cada muestra requiere el empleo de 6 tubos de microcentrifuga,
correspondientes al calibrado de adicion de patron. La comparacion en términos
de impacto ambiental de la etapa de tratamiento de muestra de este método con
métodos previos se encuentra en la Seccién 4.3.8 conjuntamente con el método
desarrollado en el Capitulo 4, ya que ambos tratan sobre la determinacion de
80OHdA y 80HJG en saliva empleando técnicas de microextraccion.

D
v

Figura 3.12. Evaluacion mediante AGREEprep del método desarrollado.
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3.4. Conclusiones

En este trabajo se ha desarrollado un método analitico para la determinacion de
80OHdA y 80HdG en saliva, dos biomarcadores de dafio oxidativo de ADN. Se
ha empleado un polimero tipo HLB como fase sorbente ya que puede
interaccionar con los analitos mediante interacciones hidrofilicas, lipofilicas y de
tipo 1-1m. El método propuesto se basa en la SA-DSPE seguida del analisis
instrumental mediante LC-MS/MS y emplea una cantidad moderada de muestra,
disolventes organicos y sorbente. Ademas, el tiempo total de analisis se reduce
considerablemente en comparacion con el Unico trabajo previo con la misma
finalidad.

El método ha sido validado en términos de linealidad, sensibilidad, y precision,
obteniéndose buenos resultados. Asimismo, su simplicidad y asequibilidad lo
hacen adecuado para el seguimiento clinico de rutina de pacientes con
diferentes patologias como la diabetes tipo Il.
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Determinacion de biomarcadores de estrés
oxidativo en saliva empleando microextraccion
dispersiva por sorcion sobre barra agitadora
miniaturizada

El contenido de este capitulo ha sido publicado en el articulo:

G. Peris-Pastor, N. Chansud, O. Bunkoed, J.L. Benedé, A. Chisvert, A step
forward in the determination of oxidative stress biomarkers in saliva by
miniaturized stir bar sorptive dispersive microextraction followed by liquid
chromatography-tandem mass spectrometry, Talanta 295 (2025) 128351
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Resumen

El bioandlisis ha sido siempre una herramienta de gran importancia en medicina,
debido a su utilidad en el diagndstico, pronédstico y respuesta al tratamiento de
enfermedades. Mas especificamente, el andlisis la saliva presenta un elevado
potencial debido a la correlacién de los niveles de biomarcadores en este fluido
biolégico y la sangre, mientras que su recoleccion es mas facil y menos invasiva.
En este capitulo se ha desarrollado un método analitico sostenible que presenta
una elevada productividad para la determinacién de dos biomarcadores de dafio
oxidativo del ADN (8-hidroxi-2’-deoxiadenosina (80OHdA) y 8-hidroxi-2’-
deoxiguanosina (80HdG)) en saliva. Para su extraccion se ha empleado la
microextraccion dispersiva por sorcion sobre barra agitadora miniaturizada
(Miniaturized Stir Bar Sorptive Dispersive Microextraction, mSBSDME)
utilizando como sorbente un material magnético que combina sinérgicamente
las propiedades quimicas de la polidopamina (PDA) y los puntos cuanticos de
grafeno (Graphene Quantum Dots, GQDs) (CoFe204@PDA/GQDs). Los
parametros analiticos obtenidos para ambos analitos, en términos de factor de
preconcentracion (3.8 y 3.2), limites de deteccién (0.10 y 0.18 ng mL™") y
precision (RSD <15 %) resultan muy adecuados para la determinacion de estos
biomarcadores a nivel de trazas en saliva. Respecto a los coeficientes de
recuperacion relativa, se han obtenido valores entre 83 y 119 %, demostrando
que el efecto matriz es despreciable y, por tanto, se puede hacer uso de la
calibracion externa, empleando bisfenol S como patrén surrogado. Para
demostrar la utilidad del método desarrollado, se han analizado muestras de
saliva de cinco voluntarios sanos y tres con diabetes tipo Il. Los resultados
muestran que los niveles en saliva de estos biomarcadores son mas elevados
en las personas con diabetes tipo Il respecto a los voluntarios sanos. Ademas,
este trabajo mejora algunos de los inconvenientes relacionados con la
sostenibilidad de trabajos previos dedicados al mismo propdésito.
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4.1. Introduccion

Como se ha descrito en el Capitulo 3, la 8-hidroxi-2’-deoxiadenosina (80OHdA)
y la 8-hidroxi-2’-deoxiguanosina (80HdG) son dos biomarcadores de estrés
oxidativo relacionados con el dafio del ADN. Por ello, su determinacion en
fluidos biolégicos puede aportar informacién valiosa acerca de diversas
patologias. Ademas, como también se ha mencionado anteriormente, los
niveles de biomarcadores en saliva y sangre estan altamente correlacionados.
Teniendo en cuenta la facil obtencion, manejo y conservacion de la saliva, esta
presenta un elevado potencial en el campo del bioandlisis. Sin embargo, esta
matriz no se puede inyectar directamente en los equipos de cromatografia, y
mas si estan acoplados a espectrometria de masas, por o que se requieren
etapas de extraccion que permitan preconcentrar los analitos y eliminar posibles
interferentes.

No obstante, hasta la fecha, solo dos articulos reportan la determinacion de
ambos biomarcadores en muestras de saliva empleando microextraccién. Uno
de ellos es un método basado en microextraccion en fase solida (Solid-Phase
Microextraction, SPME), el cual requiere de largos tiempos en la etapa de
extraccion (30 min) y desorciéon (30 min) [85]. Recientemente, y fruto de la
investigacién desarrollada en esta Tesis Doctoral, con la finalidad de
contrarrestar este inconveniente, se desarrolld6 un método basado en la
extraccion en fase solida dispersiva asistida por disolvente (Solvent-Assisted
Dispersive Solid-Phase Extraction, SA-DSPE) [86] el cual se ha presentado en
el Capitulo 3, aprovechando la mayor cinética de extraccion que presentan las
técnicas dispersivas en comparacion con las estaticas. De esta forma, se
consiguid una mejora significativa en cuanto a los tiempos de extraccion
requeridos (de 30 min a 1 min). Sin embargo, se requieren mejoras adicionales,
ya que el método basado en SA-DSPE presenta etapas de centrifugacion para
recoger el sorbente después de su dispersién en la muestra o en el disolvente
de desorcién. De este modo, con la finalidad de evitar estas etapas, los
sorbentes magnéticos son una buena alternativa debido a su facil recoleccion
con tan solo aplicar un campo magnético.

Respecto a los sorbentes empleados para la determinacion de ambos analitos
en saliva, como ya se ha comentado, solo se han utilizado polimeros de balance
hidrofilico-lipofilico (Hydrophilic-Lipophilic Balanced, HLB) debido a su 6ptima
combinacion de mondmeros polares y apolares [85,86]. Sin embargo, se
obtuvieron bajos rendimientos de extraccién (menores de 2.1 % para SPME y
menores de 11 % para SA-DSPE), y ninguno de ellos era magnético, por lo que
es necesario buscar alternativas.

Cabe indicar que la polidopamina (PDA) ha ganado un gran interés como fase
de extraccion debido a la presencia de abundantes grupos hidroxilo, amino y
anillos aromaticos en su estructura, lo que le confiere propiedades anfifilicas
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[151]. De este modo, la PDA puede interaccionar con los compuestos de interés
mediante puentes de hidrégeno e interacciones - [152], lo cual es
especialmente interesante para la extraccion de la 8OHdA y 8OHdG. Ademas,
se puede obtener facilmente a partir de la dopamina sin la necesidad de anadir
un agente entrelazante o iniciador quimico, ya que presenta la habilidad de
autopolimerizarse en medio acuoso. Por otro lado, los puntos cuanticos de
grafeno (Graphene Quantum Dots, GQDs) también ofrecen propiedades
interesantes como fase de extraccion debido a su capacidad para establecer
puentes de hidrogeno e interacciones tipo 1-11, ademas de su pequefio tamafio
de particula, elevada area superficial, estabilidad quimica y facil dispersion en
medio acuoso [153]. Los GQDs son nanoestructuras cero-dimensionales que
presentan un tamafo de plano menor de 100 nm y un espesor inferior a 10
capas [154]. Debido a su elevada solubilidad y modificabilidad en medio acuoso,
los GQDs se deben inmovilizar en la superficie de algun material de soporte
para poder recuperarlos de una dispersién acuosa.

El objetivo de este trabajo es sintetizar un nuevo material basado en PDA y
GQDs con el proposito de contrarrestar los bajos rendimientos de extraccion
que presentan los métodos previos. Para incrementar la cinética de la extraccion
se empleara mSBSDME [81] como técnica de tratamiento de muestra, la cual
requiere que los sorbentes sean magnéticos. Por ello, el material sintetizado que
se pretende emplear se basara en nanoparticulas magnéticas (Magnetic
Nanoparticles, MNPs) recubiertas con PDA y GQDs (CoFe204@PDA/GQDs).
Como técnica instrumental se empleara la cromatografia de liquidos acoplada a
espectrometria de masas en tandem (Liquid Chromatography-Tandem Mass
Spectrometry, LC-MS/MS) para obtener una buena sensibilidad y selectividad.

4.2. Experimental
4.2.1. Reactivos

Se empled 8-hidroxi-2’-deoxiadenosina = 99 % de Cayman Chemical Company
(Michigan, EE. UU.) y 8-hidroxi-2’-deoxiguanosina = 98 % de Biosynth
Carbosynth (Berkshire, Reino Unido) como patrones. Como patrén surrogado
se empled bisfenol S deuterado (BPS-ds) =2 99 % de CDN isotopes (Quebec,
Canada).

Para la sintesis del sorbente magnético se empleé FeClz-6H20 y CoCl2:6H20
de Acros Organics (Geel, Bélgica), hidréxido de sodio (NaOH) de Scharlab
(Barcelona, Espafia), acido citrico de Guinama (Valencia, Espafna), dopamina
clorohidrato de Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemania), tris(hidroximetil)-
aminometano-clorohidrato (Tris-HCI) de Merck (Darmstadt, Alemania) y agua
ultrapura (resistividad 218.2 MQ cm) obtenida a través de un sistema de
purificacion de agua Adrona (Riga, Letonia).
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Para la preparacion de saliva sintética se empled cloruro de sodio (NaCl) de
Fisher Scientific (Loughborough, Reino Unido), cloruro de potasio (KCI), cloruro
de calcio (CaClz2-H20), tiocianato de potasio (KSCN) y dihidrégeno fosfato de
sodio (NaH2PO4-H20) de PanReac AppliChem (Damstad, Alemania), sulfuro de
sodio (NazS) de Scharlab y urea de VWR Chemicals.

Se adquirié etanol (EtOH) grado HPLC de PanReac AppliChem, metanol
(MeOH) grado LC-MS de Honeywell (Seelze, Alemania) y tetrahidrofurano
(THF) y N-N-dimetilformamida de Scharlab.

Para la preparacion de la fase movil se adquirio acetonitrilo (ACN) grado LC-
MS, agua grado LC-MS de PanReac AppliChem, y fluoruro de amonio (NH4F)
98 % de Acros Organics.

Como gas de nebulizacion en la fuente MS/MS y para la evaporacion de los
extractos posterior al proceso de extraccion se empled nitrégeno obtenido a
través de un generador NiGen LCMS 40-1 de Claind S.r.l. (Lenno, ltalia),
mientras que se empled nitrégeno extrapuro (> 99.999 %) de Praxair (Madrid,
Espafia) como gas de colision en la celda de colision del MS/MS.

4.2.2. Instrumentacion

Para llevar a cabo la mSBSDME se empled un dispositivo multiextracciéon
desarrollado por el grupo de investigacién en el que se ha realizado la presente
Tesis Doctoral [81] que consistia en un agitador magnético MX-3K (18 W, 0-
3000 rpm) de Anzeser (Frankfurt am Main, Alemania) al que se le acopla un
soporte disefiado en 3D con capacidad para 15 insertos de vidrio de base plana
(Figura 4.1). Estos insertos de Labbox (Barcelona, Espafia) se emplearon como
recipientes en la etapa de microextraccion y presentaban una capacidad de 400
ML (31 mm de altura y 4 mm de didmetro interno), mientras que los imanes
cilindricos de NdFeB (3 mm de longitud y 2 mm de diametro) utilizados para
dispersar el sorbente se adquirieron de Supermagnete (Gottmadingen,
Alemania).

=

Figura 4.1. Dispositivo multiextraccion de 15 posiciones empleado para llevar a
cabo mSBSDME.
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Se empled un medidor de pH Basic 20 de Crison (Alella, Espafia) para la sintesis
del sorbente. Para llevar a cabo la evaporacion de los extractos se empled un
evaporador Stuart SBHCONC/1 de Cole-Parmer (Staffordshire, Reino Unido).

Para observar la morfologia del material sintetizado se utilizé6 un equipo de
microscopia electréonica de barrido (Scanning Electron Microscopy, SEM)
HITACHI S4800 a 10 kV equipado con un detector de electrones
retrodispersados RX Bruker y un equipo de microscopia electrénica de
transmision (Transmission Electron Microscopy, TEM) JEOL JEM-1010 a 100
kV equipado con una camara digital AMT (8.0 Mpx).

Se empledé un dispositivo de interferencia cuantica de superconduccion
(Superconducting Quantum Interference Device, SQUID) Quantum Design
MPMS-XL-5 para la medida de las propiedades magnéticas del material
sintetizado.

Para la medida de la isoterma de adsorcion-desorcion de nitrégeno y el area
superficial especifica se utilizé un analizador ASAP 2010 de Micrometrics.

Se empleé una termobalanza Perkin-Elmer TGA-7 para el analisis
termogravimétrico, calentando de 25 a 1000 °C bajo atmésfera de nitrégeno.

Se utilizdé un sistema de LC-MS/MS Sciex Qtrap 6500 plus equipado con un
desgasificador, una bomba programable, un inyector automatico y un horno con
una columna Waters C1s BEH (50 mm de longitud, 2.1 mm de didmetro interno
y 1.7 ym de tamano de particula).

4.2.3. Toma de muestra y pretratamiento

Se analizaron muestras de saliva de ocho voluntarios, tres de ellos con diabetes
de tipo Il. Cada voluntario dio su consentimiento por escrito para la participacion
en este estudio, siguiendo las directrices éticas de la Declaracion de Helsinki y
siendo aprobado por el Comité de Etica de Investigaciéon en Humanos (CEIH)
de la Universidad de Valencia.

Para recoger las muestras se empled el salivado pasivo y posteriormente se
almacenaron a -20 °C para fragmentar las mucinas. Previamente al analisis, las
muestras se descongelaron y centrifugaron a 6000 rpm durante 5 min para
separar la saliva de comida, flema y mucinas precipitadas. Finalmente, se
emplearon 350 yL del sobrenadante para la mSBSDME (Figura 4.2).
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Descongelar 0.35 mL saliva
—_— —————» mSBSDME
Centrifugar
6000 rpm
5 min
Almacenar
a-20°C

Figura 4.2. Tratamiento de la saliva previo a la mSBSDME.

4.2.4. Preparacion de saliva sintética

Para la validacién del método se prepard saliva sintética de acuerdo a un
protocolo adaptado [144]. Con esta finalidad se preparé una disolucién de agua
ultrapura conteniendo NaCl (400 mg L), KCI (400 mg L"), CaCl2-H20 (795 mg
L -"), NaH2PO4-H20 (690 mg L ~*), KSCN (300 mg L"), Na2S (5 mg L™") y urea
(1000 mg L 7).

4.2.5. Preparacion de las disoluciones patrén

Se prepararon disoluciones patron independientes de 8OHdA y 80OHAG en N,N-
dimetilformamida a una concentracion de 1000 ug mL'. A continuacién, una
alicuota de cada disolucion se diluyé en agua ultrapura para obtener una
disolucion multicomponente con una concentracion de 1 ug mL-' de cada analito.
Estas disoluciones se conservaron a -20 °C. En cada sesion de trabajo, una
alicuota de la disolucion multicomponente se diluyé en saliva sintética para
obtener una disolucion patron de 100 ng mL-' de cada analito. Las disoluciones
patréon de trabajo empleadas en la obtencién de la recta de calibrado se
prepararon en saliva sintética con concentraciones de entre 0.5y 10 ng mL-".

Respecto al patrén surrogado, se preparé una disolucién patron de BPS-ds en
ACN a una concentracion de 1000 ug mL-'. En cada sesién de trabajo se prepard
una disolucién patrén de 350 ng mL-" en agua ultrapura.

4.2.6. Sintesis de CoFe04s@PDA/GQDs

En primer lugar se realizé la sintesis de MNPs de CoFe204 mediante un proceso
de coprecipitacion en medio basico empleando un procedimiento adaptado
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[155]. Para ello, se mezclaron 100 mL de una disolucion acuosa 0.4 M de
FeCl3:6H20 y 100 mL de una disolucion acuosa 0.2 M de CoClz-6H20.
Seguidamente, se afiadieron 100 mL de NaOH 3 M gota a gota calentando a 80
°C durante 1 h mientras la disolucién se agité magnéticamente. A continuacion,
la disolucién se dejo enfriar a temperatura ambiente y las MNPs obtenidas se
lavaron con agua ultrapura y EtOH, dejandose secar a 80 °C durante toda la
noche.

La sintesis de los GQDs se realizé via pirolisis de acuerdo a un protocolo
adaptado [156]. En primer lugar, se calentaron 2 g de acido citrico durante 30
min a 200 °C. A continuacion, el liquido amarillo obtenido se afiadié gota a gota
a 100 mL de una disolucion 0.25 M de NaOH y se agit6 durante 30 min. La
disolucién de GQDs obtenida se almacend a 4 °C.

Finalmente, para la sintesis de CoFe:04@PDA/GQDs se empleé un
procedimiento adaptado [157]. Se dispersaron 0.2 g de CoFe204 en 20 mL de
agua ultrapura. Seguidamente, se anadieron 5 mL de la disolucion de GQDs,
0.6 g de dopamina hidroclorada y 10 mL de una disolucién tampén 0.25 M Tris-
HCI (pH 8.5). La mezcla se agitd magnéticamente durante 24 h y el sdlido
obtenido se lavé con agua ultrapura y EtOH, y se dejé secar a 80 °C durante 6
h. Finalmente, el material se molturd para obtener un polvo fino.

4.2.7. Procedimiento de microextraccion

Para cada una de las disoluciones patrén y muestra a extraer, se pesaron 7 mg
de CoFe204@PDA/GQDs en un inserto de vidrio de base plana y se afadi6 un
iman de neodimio. A continuacion, se realizé el acondicionamiento del material.
Para ello, se afiadieron 350 pL de EtOH, dispersando el material durante 30 s y
posteriormente descartandolos. Este paso se repitid empleando agua ultrapura.
Para llevar a cabo la extraccion de los analitos se afadieron 350 L de muestra
o disolucion patrén y 5 L de la disolucion de patron surrogado (350 ng mL™"),
agitando durante 1 min. A continuacién, tras detener la agitacién, el material
magnético se depositd en la superficie del iman y se descarto la fase dadora.
Para lavar el material se anadieron 350 uL de agua ultrapura y seguidamente
se descartaron. Para llevar a cabo la desorcion de los analitos se afiadieron 100
ML de una mezcla MeOH:THF (1:1, v/v), dispersando el sorbente durante 1 min.
El extracto se transfirid a un inserto conico situado en el interior de un vial de
inyeccién. Se empled una corriente de nitrégeno para la evaporacién de los
extractos hasta sequedad (3 min aprox.) y su consiguiente reconstitucion con 30
ML de agua calidad LC-MS para su posterior analisis mediante LC-MS/MS. En
la Figura 4.3 se muestra un esquema del método propuesto.
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Figura 4.3. Esquema del método propuesto.

4.2.8. Condiciones LC-MS/MS

- Columna: Waters C1s BEH (50 mm de longitud, 2.1 mm de didmetro interno y
1.7 um de tamano de particula)

- Temperatura de la columna: 35 °C
- Volumen de inyeccion: 5 yL

- Fase movil: A: 0.5 mM NH4F y B: ACN
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- Gradiente:

Tiempo (min) A (%) B (%)

0.0 100 0
0.5 85 15
1.0 1 99
2.0 1 99
3.0 100 0
5.0 100 0

- Caudal: 0.4 mL min-!

- Duracion del cromatograma: 5 min

- Modo ionizacion MS/MS: ESI+ y ESI-

- Voltaje: 5500 V (ESI+) y -4500 V (ESI-)

- Temperatura del gas de nebulizacién: 600 °C

- Presion del nebulizador: 55 psi

En la Tabla 4.1 se muestran las transiciones empleadas para la deteccién
instrumental de los compuestos de interés.

Tabla 4.1. Relaciones masa/carga (m/z) de los iones precursores y producto,
energias de colision y fragmentador para la 8SOHdA y 8OHdG.

. lon precursor lon producto? Energia de colisién
Analito (m/z) (mfz) V)
152 15
8OHdA 268
89 15
168 15
80HdG 284
140 43
BPS-ds 257 12 40
96 38

a En negrita se resaltan las m/z empleadas para la cuantificacion
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En la Figura 4.4 se muestran los cromatogramas obtenidos al aplicar el método
a una disolucién patron conteniendo 5 ng mL-" de los analitos.
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T T T

3 4 5
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Figura 4.4. Cromatograma obtenido al aplicar el método propuesto basado en
mSBSDME y su posterior analisis mediante LC-MS/MS a una disolucion patréon
conteniendo 5 ng mL-! de los analitos.

4.3. Resultados y discusiéon
4.3.1. Seleccion y rendimiento del sorbente empleado

Los compuestos aqui estudiados son moléculas polares que contienen grupos
hidrofilicos (grupos hidroxi y amino) en sus estructuras (Tabla 3.1), por lo que
presentan una elevada afinidad por la saliva, la cual esta formada
mayoritariamente por agua (> 99 %), dificultando asi su extraccion. Por un lado,
la PDA puede interaccionar con los analitos mediante puentes de hidrégeno con
los grupos polares, asi como mediante interacciones de tipo 11-11 con los anillos
aromaticos. Por otro lado, los GQDs proporcionan beneficios como su reducido
tamafio y facil dispersién en agua, entre otros. Ademas, de forma similar a la
PDA, los GQDs pueden establecer enlaces por puentes de hidrogeno e
interacciones de tipo -1 con los analitos. Por esta razén, se selecciond un
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material compuesto por MNPs de ferrita de cobalto recubiertas por PDA y GQDs
(CoFe204@PDA/GQDs) para llevar a cabo la extraccion de los analitos. El
nucleo de CoFe204 le confiere al material propiedades magnéticas, permitiendo
asi una facil recuperacion posterior a su dispersion. En la Figura 4.5 se presenta
un esquema grafico de las posibles interacciones que se pueden dar entre el
sorbente y los analitos. Ademas, los GQDs de acido citrico tienen un menor
tamafio y presentan mas grupos carboxilo en su estructura que otros puntos
cuanticos basados en carbono [158].

<-- Puentes de hidrégeno <«--» Interacciones -

Figura 4.5. Mecanismo hipotetizado de las interacciones que pueden darse
entre los analitos y el sorbente.

En primer lugar, se comparé la eficacia de extraccion de diferentes materiales
magnéticos. Para este propdsito se realizé la extraccion de una disolucion
patron de 10 ng mL-" de los analitos preparada en saliva sintética empleando
MNPs de CoFe204, CoFe204@PDA, CoFe204/GQDs y CoFe204@PDA/GQDs.
Adicionalmente, también se incluy6 en la comparaciéon un polimero magnético
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de tipo HLB (CoFe204-Strata™-X) empleado en trabajos previos para la
determinacion de estos biomarcadores en saliva [86]. Se seleccion6 el area de
pico como respuesta analitica después de aplicar el procedimiento de extraccion
(sin optimizar). Los resultados se muestran en la Figura 4.6.

1.2
= 80HdA 80OHdG

1.0 A

I
2 = T
L I _
0.0 -

CoFe,0,  CoFe,0,-Strata™-X CoFe,0,/GQDs CoFe,0,@PDA CoFe,0,@PDA/GQDs

Area relativa
o o o
N » [o0]

z

o
N

Figura 4.6. Comparacién de la eficacia de extraccion de los diferentes
materiales ensayados.

Como se muestra en la Figura 4.6, la menor eficacia de extraccion para ambos
analitos se obtuvo con las MNPs de CoFe204, demostrando que la extraccién
no se produjo por interaccién de los analitos con la superficie de las MNPs sino
con el recubrimiento de las mismas (Strata™-X, GQDs o PDA), por lo que su
funcion se limita a aportar magnetismo al material.

Los materiales mas adecuados resultaron ser los que contenian PDA en su
estructura, obteniéndose una mayor eficacia de extraccion (entre 2 y 5 veces)
en comparaciéon con CoFe204-Strata™-X, lo que proporciona una mayor
sensibilidad. Esto se puede deber a la mayor presencia de grupos hidrofilicos
en el material basado en GQDs y PDA, impulsando asi la extraccién de los
analitos teniendo en cuenta su caracter hidrofilico. Tampoco se obtuvo una
elevada eficacia de extraccion empleando CoFe204/GQDs. Esto se puede
atribuir a que este material no se recuperaba totalmente después de su
dispersion en agua en la etapa de acondicionamiento, conllevando pérdidas de
material significativas, afectando negativamente a la eficacia de extraccion de
los analitos. La mejor eficacia de extraccion se consiguid con
CoFe204@PDA/GQDs. De esta forma, el empleo simultaneo de PDA y GQDs
mejora el rendimiento en comparaciéon a cuando se emplean por separado,

124



Capitulo 4

mostrando un efecto sinérgico. Ademas, se puede concluir que la extraccién de
los analitos se realiza mayoritariamente debido a su interaccion con la PDA,
probablemente por su mayor numero de grupos funcionales presentes en su
estructura. El empleo de los GQDs mejora la extraccion debido a que confieren
una mejor dispersion del material, incrementando el area de contacto en la etapa
de extraccion. Ademas, interaccionan con los analitos mediante puentes de
hidrégeno y via 11-r.

Se calculé la eficacia de adsorcion del material. Con este propésito, se midi6 la
sefial analitica de una disolucion acuosa conteniendo 10 ng mL-' de los analitos
antes y después de realizar el procedimiento de extraccion. Con este
experimento se pudo determinar la cantidad de analito retenida en el sorbente,
obteniendo un valor de 0.3 ng de cada analito por cada mg de material.

Se estudié la repetibilidad entre lotes para garantizar que la eficacia de
extraccion fuera comparable entre ellos y confirmar que la sintesis era repetible.
Para ello, se sintetizaron tres lotes diferentes de CoFe204@PDA/GQDs y se
emplearon para la extraccién de una disolucion patrén de 10 ng mL-" de los
analitos preparada en saliva sintética. Como se muestra en la Figura 4.7, se
obtuvieron resultados similares entre los distintos lotes, demostrando una buena
repetibilidad de la sintesis.

1.2 -
E80HdA =80HdG

1.0 4 - T I
0.8 -
0.6 -

0.4 A

Area relativa

0.2 -

0.0

Lote 1 Lote 2 Lote 3

Figura 4.7. Estudio de la repetibilidad de la sintesis del material.
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4.3.2. Caracterizacion del CoFe,Os@PDA/GQDs

Se emplearon diferentes técnicas para la caracterizacién del material
sintetizado. De esta forma, se estudié la morfologia, la saturaciéon magnética
(Ms), la capacidad de adsorcion y la estabilidad térmica.

La morfologia del CoFe204@PDA/GQDs se estudid y comparé con la de las
MNPs de CoFe204 empleando SEM (Figura 4.8 ay b) y TEM (Figura4.8 cy
d). Como se puede observar en las imagenes tomadas mediante SEM, ambos
materiales presentan una forma esférica, obteniendo unos tamafios
considerablemente superiores para el CoFe20:@PDA/GQDs como
consecuencia del recubrimiento. Las imagenes tomadas mediante TEM
mostraron que el recubrimiento (PDA y GQDs) se disponia envolviendo el
nucleo formado por las MNPs. Esta estructura presenta la fuerza suficiente para
llevar a cabo el procedimiento de extraccidon sin experimentar problemas
asociados al desprendimiento de la PDA y los GQDs respecto de las MNPs.

500nm

— /
100 nm /
/

Figura 4.8. Imagenes SEM y TEM, respectivamente, de CoFe204 (a y c) y
CoFe204@PDA/GQDs (b y d).
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Respecto a las propiedades magnéticas (Figura 4.9a), se obtuvo un valor de Ms
de 27.8 emu g' para el CoFe204@PDA/GQDs y de 74.2 emu g' para las MNPs
de CoFe204. La disminucion en el valor de Ms se debe a la menor proporcion de
MNPs CoFe204 en el material sorbente. Sin embargo, este valor es suficiente
para conseguir recuperar el material magnético después de su dispersién
durante el procedimiento de la mSBSDME.

El analisis termogravimétrico (Thermogravimetric Analysis, TGA) se llevo a cabo
bajo atmésfera de nitrégeno. Como se puede observar en la Figura 4.9b, desde
temperatura ambiente hasta 150 °C se produce una primera pérdida progresiva
de masa. Esto se puede atribuir a la evaporacion del disolvente o el agua
empleados en la etapa de lavado de la sintesis del material que se han quedado
en el interior de sus poros. Desde 150 °C hasta 580 °C se observé una pérdida
constante de masa, que se atribuy6 a la degradacion progresiva de la materia
organica. Sin embargo, la pérdida de masa mas significante se observo entre
580 y 600 °C, correspondiente a la degradacion final y total de la materia
organica.

Se obtuvieron las isotermas de adsorcién-desorciéon de nitrdgeno para el
material sintetizado (Figura 4.9c). Se observo una isoterma tipo Il, indicando
que el sorbente presenta macroporos y una adsorcion monocapa-multicapa sin
restricciones hasta altos p/p? [159]. Se obtuvieron tamafios medios de poro de
52 nmy un area superficial de Brunauer-Emmett-Teller (BET) de 7.5 m? g'.
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Figura 4.9. a) Curva de magnetizacion de CoFe204 y CoFe204@PDA/GQDs;
representacion de b) TGA y c) isoterma de adsorcion-desorcion de
CoFe204@PDA/GQDs.
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4.3.3. Estudio de la dilucién de la saliva

La dilucién de la muestra implica una disminucion de los factores de
preconcentracidon maximos tedricos, pero en algunos casos presenta beneficios
debido a que se consigue reducir el efecto matriz. Por ello, se realizé un estudio
de la dilucién de la saliva con la finalidad de obtener informacién acerca de como
afecta a la extraccion de los analitos y conseguir la maxima sensibilidad posible.
En este sentido, se probaron diferentes relaciones de saliva sintética y agua
ultrapura (1:3, 1:1 y 3:1 (v/v)), y saliva sintética sin diluir. Para ello, se empled
una disolucion patrén de saliva sintética de 5 ng mL-"! diluida convenientemente,
obteniendo concentraciones de 1.25, 2.5y 3.75 ng mL"! para las diluciones 1:3,
1:1y 3:1 (v/v), respectivamente. Como se puede observar en la Figura 4.10, los
mejores resultados se obtuvieron empleando saliva sintética sin diluir como fase
dadora. Por ello, se decidid no realizar ningun tipo de dilucién en adelante.

1.2 9 m8OHJA =80OHdG

1.0 A

0.0 I I I |

1:3 (viv) 1:1 (viv) 3:1 (viv) Sin dilucién

Area relativa
o o o
E>N ()] [o¢]

o
N
1

Figura 4.10. Estudio de la dilucion de la saliva.

4.3.4. Optimizacion de las variables de extraccion y desorcion
4.3.4.1. Cribado de las variables

Se estudiaron diferentes variables de extraccion y desorcion que podian afectar
al rendimiento de la mSBSDME con la finalidad de obtener la mayor sensibilidad
posible. Las variables estudiadas y sus rangos fueron las siguientes: fuerza
ionica (0-10 % m/v NaCl, correspondiente al contenido de NaCl afiadido a la
saliva sintética), masa de sorbente (0.5-10.0 mg), tiempo de extraccién (1-10
min), tiempo de desorcién (1-10 min) y volumen de desorcion (20-100 uL). El pH
no se optimizd ya que solo se emplearon 350 pL de saliva, lo que impedia la
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medida del pH en la muestra para su ajuste. Una alternativa habria sido afadir
una disolucién tampédn, pero conllevaria una dilucion de la muestra, obteniendo
menores factores de preconcentracion. Se selecciond una fuerza iénica maxima
del 10 % ya que valores superiores dificultan la correcta dispersién y recoleccion
del sorbente magnético debido a la elevada viscosidad de la fase dadora.
Respecto a la masa de sorbente, se establecié un valor minimo de 0.5 mg
debido a la dificultad de pesar masas inferiores, y 10 mg como limite superior
ya que es la cantidad maxima que admite el iman empleado en mSBSDME.
Como tiempos de extracciéon y desorcidn se seleccionaron valores tipicos
empleados en mSBSDME (1-10 min). En cuanto al volumen de desorcion, se
seleccioné un valor minimo de 20 yL para asegurar una buena dispersion del
material magnético en el disolvente organico, y 100 uL como valor maximo para
evitar un elevado consumo de tiempo en la etapa de evaporacion. Esta etapa
era necesaria por un lado para evitar desdoblamientos en el pico cromatografico
y por otro lado para aumentar la preconcentracion de los analitos.

Debido al elevado numero de variables, se realizé un estudio de cribado para
identificar las que presentaban un efecto significativo, excluyendo las demas del
proceso de optimizacién, acortando este procedimiento. Con esta finalidad se
realizé un disefio de Plackett-Burman, permitiendo identificar simultdneamente
elimpacto de las variables seleccionadas en la respuesta analitica (area de pico)
[160]. En este disefio solo se requiere un pequefio numero de experimentos ya
que se omite la interaccion entre variables. El analisis estadistico se llevo a cabo
empleando el software Minitab 19 (Minitab LLC, EE. UU.). Como se puede
observar en la Tabla 4.2, se necesitaron un total de 12 experimentos, los cuales
se realizaron empleando 350 uL de saliva sintética conteniendo 10 ng mL-! de
los analitos. La desorcién se llevd a cabo con MeOH y el extracto se evaporo y
reconstituy6é con 30 yL de agua.

130



Capitulo 4

Tabla 4.2. Diseno Plackett-Burman para el cribado de las variables implicadas
en la extraccion y desorcion.

Fuerza i6énica Masa de Tiem_Qo de_ Lfsncl)':::,ig: Volun_u'en de
Etapa (% NacCl) sorbente (mg) extraccién (min) (min) desorcién (L)

D? (o) D Cc D C D C D Cc
1 10 1 0.5 -1 10 1 1 -1 20 -1
2 10 1 10 1 1 -1 10 1 20 -1
3 0 -1 10 1 10 1 1 -1 100 1
4 10 1 0.5 -1 10 1 10 1 20 -1

10 1 10 1 1 -1 10 1 100 1
6 10 1 10 1 10 1 1 -1 100 1
7 0 -1 10 1 10 1 10 1 20 -1
8 0 -1 0.5 -1 10 1 10 1 100 1
9 0 -1 0.5 -1 1 -1 10 1 100 1
10 10 1 0.5 -1 1 -1 1 -1 100 1
11 0 -1 10 1 1 -1 1 -1 20 -1
12 0 -1 0.5 -1 1 -1 1 -1 20 -1

aValores descodificados
bValores codificados

Se realizd un analisis de varianza (ANOVA) para evaluar los resultados y se
emplearon lo graficos de Pareto para representar los efectos principales. La
influencia se mide mediante el tamafo de cada barra en el grafico y la linea
vertical representa el intervalo de confianza del 95%. Por ello, cuando un efecto
principal tiene una influencia significativa (positiva o negativa) la barra excede la
linea vertical. Como se puede observar en la Figura 4.11, la masa de sorbente
resultd ser una variable significativa para ambos analitos y el volumen de
desorciéon para la 80OHdA. El tiempo de desorcidn no se considerd para la
optimizacién ya que esta variable no resulté ser significativa para la 8OHdA, y
para la 80HdG estaba en el limite del 95% del intervalo de confianza, pero sin
exceder la linea vertical. De este modo, se realizé una optimizacion multivariante
empleando solo estas dos variables significativas. Respecto a las no
significativas, se seleccionaron los valores minimos (fuerza iénica sin ajustar y
1 minuto como tiempo de extraccién y desorcion).
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a)

Grafico de Pareto de los efectos estandarizados
(respuesta de 80HdA; a=0.05)
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Figura 4.11. Graficos de Pareto obtenidos en el disefo de Plackett-Burman
para a) 80OHdA y b) 80HdG. A: fuerza idnica (% NaCl (m/v)); B: masa de
sorbente (mg); C: tiempo de extraccion (min); D: tiempo de desorcién (min); E:
volumen de desorcién (uL).

4.3.4.2. Optimizacion de las variables significativas

Se empled una optimizacion multivariante basada en una metodologia de
superficie de respuesta (Response Surface Methodology, RSM) [161] a pesar
de que solo dos variables resultaron ser significativas para la mSBSDME. Se
requirié un numero similar de experimentos para la optimizaciéon multivariante (9
experimentos) en comparacion con una optimizacién univariante. Sin embargo,
la masa de sorbente y el volumen de desorcién son variables fuertemente
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correlacionadas, por lo que se decidid seleccionar una optimizacion
multivariante para poder tener en cuenta esta correlacion. Se empleé una RSM
basada en un disefio factorial de dos factores y tres niveles. Los rangos
estudiados para cada variable fueron los seleccionados para el cribado
preliminar (Seccion 4.3.4.1). Todos los experimentos se llevaron a cabo
empleando 350 uL de saliva sintética conteniendo 10 ng mL" de los analitos,
dispersando el material durante 1 min tanto en la fase dadora para llevar a cabo
la extraccién como en MeOH para la desorcion. A continuacion, los extractos se
evaporaron y reconstituyeron con 30 pyL de agua. Como respuesta analitica se
selecciond el area de pico. Los valores de cada variable para cada experimento
se presentan en la Tabla 4.3. Para el analisis estadistico se empleo el software
Statgraphics Centurion XVI (Virginia, EEUU).

Tabla 4.3. Disefo factorial de dos factores y tres niveles empleado para la
optimizacién multivariante de las variables significativas implicadas en el
procedimiento de extraccion.

Masa de sorbente (mg) Volumen de desorcion (uL)

Etapa

ca DP c D
1 5.25 0 60 0
2 0.5 -1 20 -1
3 10 1 60 0
4 5.25 0 100 1
5 10 1 20 -1
6 0.5 -1 100 1
7 5.25 0 20 -1
8 0.5 -1 60 0
9 10 1 100 1

aV\/alores descodificados
bValores codificados

La adecuacion del modelo se evaludé mediante el coeficiente de determinacion
(R?), obteniéndose valores superiores a 0.96 para ambos analitos. Este valor
indica que el modelo disefiado es eficiente para la prediccién de las respuestas.
En la Figura 4.12 se muestra la superficie de respuesta en funcién de la
deseabilidad. Como se puede observar, masas elevadas de sorbente mostraron
un efecto positivo en la extraccion de los analitos. Este efecto se puede deber
al aumento del area superficial capaz de adsorber los analitos, obteniendo una
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mayor eficacia de adsorciéon en comparacion con bajas masas de sorbente. Se
seleccionaron 7 mg como masa optima de sorbente ya que valores superiores
no proporcionaban un aumento de la eficacia de extraccién. Respecto al
volumen de desorcidn, valores elevados proporcionaron la mayor eficacia de
extraccion. Esta tendencia puede estar relacionada con la elevada masa
requerida para la extraccion de los analitos, ya que se debe asegurar que en la
etapa de desorcion se dispone de suficiente disolvente para garantizar una
correcta dispersion del material. En caso contrario, el material no se dispersaba
completamente, de forma que no permitia una transferencia eficiente de los
analitos hacia el disolvente de desorcion. Por ello, se seleccionaron 100 pL
como valor éptimo de volumen de desorcién

Deseabilidad
0.0
0.1
0.2
0.3
04
05
0.6
0.7
0.8
0.9
1.0

I000ROEENN

Deseabilidad

100

0L 80
0 20 %
2 20

6
8 10 0 Volumen de desorcion (uL)
Masa de sorbente (mg)

4

Figura 4.12. Superficie de respuesta de la funcion de deseabilidad
representando la relacién entre la masa de sorbente y el volumen de desorcion.

4.3.4.3. Optimizacioén del disolvente de desorcion

Para la optimizacién del disolvente de desorcién se empled un disefio Simplex-
Centroid [147] (Anexo |). Este modelo representa el triangulo de todas las
mezclas posibles de tres componentes para encontrar el valor éptimo. Los
disolventes puros se representan en los vértices del triangulo y las mezclas en
los puntos intermedios. Se estudiaron como disolventes de desorcion MeOH,
EtOH y THF, empleando el software Statgraphics para el analisis estadistico.
Las fracciones de las mezclas de los componentes se expresaron como valores
entre 0 y 1. Se requirieron 7 experimentos y los valores de cada disolvente en
cada uno de ellos se encuentran en la Tabla 4.4. Como respuesta analitica se
empled el area de pico y como condiciones de extraccion las seleccionadas en
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el cribado y la optimizacién previa. Todos los experimentos se llevaron a cabo
con 350 uL de saliva sintética conteniendo 10 ng mL-' de cada analito.

Tabla 4.4. Disefio Simplex-Centroid para la optimizacion del disolvente de
desorcion.

Etapa MeOH EtOH THF

1 1 0 0
2 0 1 0
3 0 0 1
4 12 1/2 0
5 12 0 1/2
6 0 1/2 1/2
7 1/3 1/3 1/3

La adecuacion del modelo se evalu6 mediante el R?, obteniéndose un valor
superior a 0.95 para ambos analitos. Este valor indica que el modelo disefiado
es eficiente para la prediccidn de las respuestas. Como se muestra en la Figura
4.13, la mezcla MeOH:THF (1:1, v/v) proporciond la respuesta analitica mas
elevada, por lo que se seleccion6 como valor 6ptimo. Estos disolventes
presentan indices de polaridad de 5.1 y 4.0, respectivamente, siendo efectiva
esta mezcla para desorber los analitos de la superficie del sorbente.

MeOH=1.0

EtOH=1.0 MeOH=0.0 THF=1.0

0 I 1
Deseabilidad
Figura 4.13. Representacion grafica del disefio Simplex-Centroid empleado
para la optimizacién del disolvente de desorcion.
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4.3.5. Caracteristicas analiticas del método

Se estudiaron diferentes parametros tales como la linealidad, limites de
deteccion (Limit of Detection, LOD) y cuantificacion (Limit of Quantification,
LOQ), precision y exactitud empleando las condiciones optimizadas
previamente para validar el método analitico (Tabla 4.5) de acuerdo con la guia
harmonizada ICH [149]. Ademas, se calcularon los factores de preconcentracion
(Enrichment Factor, EF) y los rendimientos de extraccion (Extraction Efficiency,
EE) con la finalidad de obtener informacion adicional acerca de las
caracteristicas del método.

Para determinar la linealidad, se aplicé el método a disoluciones patron
preparadas en saliva sintética conteniendo diferentes concentraciones de
analitos y empleando BPS-ds como patrén surrogado. Como sefial analitica se
empleo la relacién del area de los analitos con respecto al patron surrogado. Se
determind que la linealidad se extendia hasta, al menos, 20 ng mL-!, obteniendo
coeficientes de determinacion (R?) superiores a 0.996. Sin embargo, debido a
que las concentraciones esperadas en las muestras eran inferiores se
establecié un rango de trabajo de entre 0.5y 10 ng mL-".

Para el calculo de los EFs se aplicd el método a una disolucién patrén
conteniendo 10 ng mL-" de los analitos en saliva sintética. Ademas, se preparé
una disolucidn patrén de la misma concentracion en el disolvente de inyeccion
(agua calidad LC-MS) y se inyect6 directamente en el instrumento analitico. De
acuerdo con la definicion de EF, esto es la relacion entre la concentracion del
analito en el extracto final (Cr) y la concentraciéon del mismo analito en la
disolucién de partida antes de la extraccion (Ci), y teniendo en cuenta la relacion
directamente proporcional entre el area (A) y la concentracion, se puede calcular
el EF de acuerdo con la siguiente ecuacion:

EF =2 oc 2 (Ec. 4.1)

Asi, se obtuvieron valores de 3.8 para la 8OHdA y 3.2 para la 80OHdG.

El EE se calculo teniendo en cuenta el EF experimental (EFexp) obtenido
mediante la Ecuacion 4.1 y el EF maximo (EFmax) empleando la siguiente
ecuacion:

EE (%)= —22 (Ec. 4.2)

EFmax

Teniendo en cuenta que el volumen de muestra es de 350 pL y el volumen del
extracto final tras la reconstitucion es de 30 L, el EF maximo tedrico es de 11.7.
Se obtuvieron valores de EE de 33 % para la 80OHdA y 27 % para la 80OHdG.

Los LOD y LOQ se calcularon como 3 y 10 veces, respectivamente, la relacion
sefial-ruido de una disolucién patron de 0.5 ng mL-! preparada en saliva sintética
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a la que se le aplicé el método propuesto. Se obtuvieron valores de LOD y LOQ
de entre 0.03 y 0.05 ng mL-" y entre 0.10 y 0.18 ng mL-", respectivamente para
la 8OHdA y 80OHdG.

La precision del método propuesto se estudié en una misma sesién de trabajo
(intra-dia) y en diferentes sesiones consecutivas (inter-dia). Con esta finalidad,
se aplicd el método a cinco réplicas independientes de disoluciones patron
multicomponentes preparadas en saliva sintética a tres niveles de concentracion
(0.5,5y 10 ng mL-') empleando BPS-ds como patrén surrogado. Como se puede
observar en la Tabla 4.5, los valores obtenidos se encontraban entre 3y 13 %
para la 80OHdA y entre 4 y 13 % para la 80OHdG.

Todas estas caracteristicas analiticas muestran el elevado potencial del método
desarrollado para su aplicacion en la determinacion de 80OHdA y 80HAG en
saliva.

Tabla 4.5. Caracteristicas analiticas del método propuesto para la determinacién de
80OHdA y 80HdG en saliva.

Precisién (RSD, %)

EE LOD LOQ
Analito  R* EF . Intra-dia Inter-dia
(ngmL") (ngmL")
0.5 5 10 0.5 5 10
ngmL' ngmL' ngmL' ngmL' ng mL"' ng mL"'
80OHdA 0.996 3.8 33 0.03 0.10 4 3 7 13 11 7
80HdG 0.997 3.2 27 0.05 0.18 7 9 6 4 13 13

4.3.6. Estudio del efecto matriz

Para evaluar la exactitud del método y descartar la presencia de efecto matriz,
se fortificaron tres muestras de saliva a dos niveles de concentracién (0.5 y 5 ng
mL-") y se procedié a su extraccion mediante mSBSDME. A continuacion, se
calcularon los coeficientes de recuperacion relativa, obteniendo valores entre 90
y 119% para la 8OHdA y entre 83 y 116 % para la 8OHdG (Tabla 4.6), indicando
que el efecto matriz era despreciable. Por ello, se empled calibracion externa
para la determinacién de los biomarcadores de estrés oxidativo de interés en
muestras de saliva seleccionando BPS-ds como patron surrogado, el cual
permitia corregir posibles desviaciones tanto en la etapa de medida como
durante todo el proceso de extraccion.

137



Capitulo 4

Tabla 4.6. Coeficientes de recuperacion relativa obtenidos para las muestras de
saliva aplicando el método propuesto.

Afiadido Encontrado (ng mL") Coeficiente de recuperacion

Voluntario (ng mL") relativa (%)

8OHdA 80OHdG 8OHdA 80HdG

0 1.7+0.2 - - -
A 0.5 23+02 0.43+0.03 110+ 10 86 +6
5 6.4+0.2 41103 100 + 10 83+5

0 0.6 +0.1 - - -
B 0.5 1.1+01 043+0.02 100 + 1 86 +3
5 58+0.5 55+0.1 1057 111 £1

0 1.3+0.1 - - -
C 0.5 19+0.1 043%0.05 119+£2 90+ 10
5 58+0.3 48+0.2 90+7 97 +3

4.3.7. Anéalisis de muestras reales

Se analizaron diferentes muestras de ocho personas voluntarias para demostrar
la utilidad del método en la determinacion de 80OHdA y 80OHAG en saliva. Como
se muestra en la Tabla 4.7, las concentraciones encontradas de ambos
biomarcadores en las personas voluntarias sanas (1-5) estaban entre el LOD y
1.7 ng mL', obteniendo concentraciones superiores (hasta 6 ng mL"") para las
personas que presentaban diabetes tipo 1l (6-8). De este modo, estos resultados
estan en concordancia con los obtenidos en el Capitulo 3.

Los resultados obtenidos mostraron que el método desarrollado es adecuado
para determinar estos biomarcadores de estrés oxidativo en saliva. Pese a que
no es el objetivo de este capitulo, la diferencia entre las concentraciones
encontradas anticipa que el método puede emplearse para discriminar entre
personas sanas y con diabetes tipo Il. Para confirmar esta relacion se deberia
realizar un estudio con un numero elevado de muestras.
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Tabla 4.7. Resultados obtenidos aplicando el método desarrollado basado en
mSBSDME a muestras de saliva de diferentes personas voluntarias.

Concentraciéon (ng mL"")

Persona

voluntaria 8OHdA 8OHdG
1 1.7+£0.2 <LoQ
2 0.6+0.1 <LOQ
3 1.3£0.1 <LOQ
4 <LOD <LOQ
5 <LOD 1.1+£0.1
6 a 6.0+ 0.2 3.1+0.3
7a 4.4 +0.7 3.2+04
ga <LOD 3.0+£0.3

a diagnosticados con diabetes tipo Il

4.3.8. Comparacién con métodos previos y evaluacion de la
sostenibilidad

Como se ha mencionado anteriormente, solo en dos trabajos previos se llevo a
cabo la determinacion de 80HdA y 80HdAG en saliva, el primero empleando
SPME [85] y el segundo SA-DSPE [86] (Capitulo 3), ambos utilizando LC-
MS/MS como técnica instrumental. En la Tabla 4.8 se muestra una comparacion
entre el método propuesto y los métodos previos en términos de caracteristicas
analiticas.

Respecto al volumen de muestra, el método propuesto emplea 350 pL,
presentando una mejora significativa, reduciendo el volumen entre 5 y 9 veces
en comparacién con los métodos previos. A pesar de que la saliva es una
muestra no invasiva y se puede obtener mediante salivado pasivo, es
complicado obtener elevados volumenes de muestra [162]. En concreto, el
método basado en SPME requiere de 1.8 mL mientras que el basado en SA-
DSPE requiere de 3 mL como consecuencia del empleo de un calibrado de
adicion de patrén para solventar el efecto matriz. Este aspecto se ha mejorado
en el método de mSBSDME propuesto mediante la adicion de un patron
surrogado capaz de corregir el efecto matriz, reduciendo el volumen de muestra
requerido.
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Ademas, en laboratorios clinicos de rutina se requieren métodos rapidos
capaces de tratar la mayor cantidad posible de muestras por unidad de tiempo.
En los trabajos previos, la etapa de tratamiento de muestra se llevaba a cabo en
17 min para el método de SA-DSPE (1 min de extracciéon + 7 min de desorcion
+ 9 min de centrifugaciéon) y 60 min para el basado en SPME (30 min de
extraccion + 30 min de desorcion). Estos valores son considerablemente
superiores a los 2 min empleados en el método de mSBSDME (1 min de
extraccion + 1 min de desorcidn). A pesar de que este método requiere una
etapa adicional de evaporacion y reconstitucion (3 min), permite tratar un mayor
numero de muestras por unidad de tiempo debido al bajo tiempo requerido en
las etapas de extraccion y desorcion, favorecido por el empleo de una técnica
dispersiva de microextraccion y un material magnético. Ademas, el método
basado en mSBSDME es capaz de procesar hasta 15 muestras en paralelo.

Respecto a las caracteristicas analiticas, se han conseguido mejoras en
términos de LODs y EEs empleando mSBSDME, debido a la buena dispersion
del sorbente en la fase dadora y su interaccién con los analitos, alcanzando una
mayor sensibilidad.

Tabla 4.8. Comparacion del método desarrollado basado en mSBSDME con otros
métodos previos empleando microextraccién para el analisis de 8OHdJA y 80HAG
en saliva.

Volumende Tiempo de

Técnica de ‘s Técnica Caracteristicas
. muestra extracciéon . ces Ref.
extraccion . instrumental analiticas
(mL) (min)
LOD: 5 ng mL"!
SPME 1.8 30 LC-MS/MS RSD: 3-18 % [85]
EE: 0.4-2.1 %
LOD: 0.22-0.25 ng mL"'!
SA-DSPE 3 1 LC-MS/MS RSD: 5.7-14.8 % [86]
EE: 7.2-11 %
LOD: 0.03-0.05 ng mL"'!
mSBSDME 0.35 1 LC-MS/MS RSD: 3-13 % Este
trabajo

EE: 27-33 %

El impacto ambiental de la etapa de preparacion de muestra se evalud y
comparé empleando la herramienta métrica AGREEprep [63]. Los resultados
obtenidos mostraron que esta etapa era similar para el método desarrollado y el
basado en SPME, presentando un menor impacto ambiental respecto al basado
en SA-DSPE (Figura 4.14). Ademas, el método desarrollado presenta
considerables mejoras en términos de tamafo de muestra (criterio 5), nUmero
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de muestras tratadas por unidad de tiempo (criterio 6) y consumo de energia por
muestra (criterio 8). Sin embargo, el empleo de MeOH y THF supone una
desventaja a pesar de que se emplean volimenes muy bajos (criterio 10). Los
valores considerados para cada criterio se muestran en la Tabla 4.9.

SPME SA-DSPE mSBSDME

Figura 4.14. Evaluacion mediante AGREEprep de los métodos comparados.

Para evaluar la viabilidad del método analitico se aplicé la herramienta Blue
Applicability Grade Index (BAGI) [70]. Valores superiores a 60 indican que el
método desarrollado puede ser considerado como viable. En el caso del método
basado en mSBSDME se obtuvo un valor de 62.5, mejorando los valores
presentados por los métodos previos, los cuales se encontraban por debajo de
60 (Figura 4.15). Las diferencias méas remarcables son las mejoras en términos
de muestras tratadas simultaneamente, muestras por hora y cantidad de
muestra. Cabe mencionar que el nUumero de muestras tratadas por unidad de
tiempo se puede mejorar empleando la plataforma basada en 96 posiciones
para llevar a cabo la mSBSDME presentada recientemente por el grupo de
investigacion en el que se ha desarrollado la presente Tesis Doctoral [163], tal

y como se realiza en el Capitulo 6. Los valores considerados para cada criterio

Ve %

SPME SA-DSPE mSBSDME

Figura 4.15. Evaluacion mediante BAGI de los métodos comparados
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Tabla 4.9. Valores considerados en la aplicacion de

la herramienta

AGREEprep de los métodos comparados.

Método
Criterio
SPME [85] SA-DSPE [86] mSBSDME
1. Lugar de

preparacion de Ex situ Ex situ On site

muestra
_2. Materiales 0 0.3 0.05

peligrosos (g o mL)

3. Sostenibilidad,
renovabilidad y
reusabilidad de los
materiales

4. Residuos

5. Cantidad de
muestra (g o mL)

6. Productividad

7. Integracion y
automatizacion

8. Consumo de
energia (W)

9. Analisis
instrumental

10. Seguridad del
operador

< 25% de los
materiales son
sostenibles o
renovables y solo se
pueden utilizar una
vez

1.96
1.8

10

3 etapas, sistema
manual

20.83

Cromatografia de
liquidos

2 pictogramas

< 25% de los
materiales son
sostenibles o
renovables y solo se
pueden utilizar una

< 25% de los
materiales son
sostenibles o
renovables y solo se
pueden utilizar una

vez vez
12.36 2.24
3 0.35
9.2 90
3 etapas, sistema 5 etapas, sistema
manual manual
34.4 0.2

Cromatografia de
liquidos

Cromatografia de
liquidos

4 o mas pictogramas 4 o mas pictogramas
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Tabla 4.10. Valores considerados en la aplicacion de la herramienta BAGI de los
métodos comparados.

Criterio

Tipo de analisis

Andlisis
multielemental o
individual

Técnica analitica

Preparacion de
muestra
simultanea

Preparacion de
muestra

Muestras por
hora

Reactivos y
materiales

Preconcentracion

Grado de
automatizacion

Cantidad de
muestra

Método
SPME [85] SA-DSPE [386] mSBSDME
Cuantitativo y Cuantitativo y Cuantitativo y
confirmatorio confirmatorio confirmatorio
Andlisis Andlisis multielemental Andlisis multielemental

multielemental de 2 a
5 compuestos de la
misma familia quimica

Instrumentacién que
no esta comunmente
disponible en la
mayoria de los
laboratorios

2-12

Preparacion de
muestra empleando
microextraccion

5-10

Reactivos
comercialmente
disponibles pero poco
comunes

Se requiere
preconcentracion.
Criterios legislativos
cumplidos tras etapas
complicadas

Semiautomatizado
con dispositivos
comunes

>1000 pL (o mg)
muestras bioldgicas

de 2 a 5 compuestos de
la misma familia
quimica

Instrumentacién que no
esta comunmente
disponible en la
mayoria de los
laboratorios

2-12

Preparacion de muestra
empleando
microextraccion

5-10

Reactivos
comercialmente
disponibles pero poco
comunes

Se requiere
preconcentracion.
Criterios legislativos
cumplidos tras etapas
complicadas

Semiautomatizado con
dispositivos comunes

>1000 pL (o mg)
muestras bioldgicas

de 2 a 5 compuestos de
la misma familia
quimica

Instrumentacién que no
esta comunmente
disponible en la
mayoria de los
laboratorios

13-95

Preparacion de muestra
empleando
microextraccion

>10

Necesitan sintetizarse
en el laboratorio con
instrumentacion comun
de forma simple

Se requiere
preconcentracion.
Criterios legislativos
cumplidos tras etapas
complicadas

Semiautomatizado con
dispositivos comunes

100-500 pL (o mg)
muestras bioldgicas
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4.4. Conclusiones

En el presente capitulo se ha desarrollado un método para la determinacién de
80OHdA y 80HAG en saliva, el cual supone un avance respecto a los métodos
previos con la misma finalidad. El sorbente empleado (CoFe204@PDA/GQDs)
mejora la extraccion de los analitos mediante interacciones hidrofilicas,
hidrofdbicas y tipo m-1m. Ademas, el uso de la mSBSDME permite tratar un
elevado numero de muestras por unidad de tiempo, ya que al tratarse de una
técnica dispersiva requiere de cortos tiempos de extraccion y desorciéon (1 min)
y se pueden tratar hasta 15 muestras de forma simultanea (lo que puede
incrementarse empleando la plataforma de 96 posiciones). El método propuesto
se ha validado en términos de linealidad, sensibilidad y precision, obteniendo
buenos valores para todos los parametros. Se han obtenido coeficientes de
recuperacion relativa entre 83 y 119 %, demostrando que el efecto matriz es
despreciable y se puede emplear calibracién externa con BPS-ds como patrén
surrogado. Adicionalmente, se ha demostrado la aplicabilidad del método
mediante el analisis de muestras de saliva de personas voluntarias sanas y
diagnosticadas con diabetes tipo Il, obteniendo valores superiores de los
biomarcadores para estas Ultimas. Si bien seria de gran interés confirmarlo con
el andlisis de un elevado numero de muestras. El método desarrollado se ha
comparado con los trabajos previos con la misma finalidad, obteniendo mejoras
en términos de cantidad de muestra, nUmero de muestras tratadas por unidad
de tiempo, limites de deteccion, rendimiento de extraccion y viabilidad.

144



Capitulo 5

Determinacién de bisfenoles en suero y orina
mediante microextraccion dispersiva por sorcion
sobre barra agitadora miniaturizada

El contenido de este capitulo ha sido publicado en el articulo:

G. Peris-Pastor, E.E. Lara-Molina, J.L. Benedé, A. Chisvert, Boosting
miniaturization in clinical analysis: determination of bisphenols in human serum
and urine by miniaturized stir bar sorptive dispersive microextraction, Anal.
Bioanal. Chem. 417 (2025) 155-165







Capitulo 5

Resumen

En este capitulo se presenta el desarrollo de un método analitico y sostenible
para la determinacion de bisfenoles en suero y orina mediante microextraccion
dispersiva por sorcién sobre barra agitadora miniaturizada (Miniaturized Stir Bar
Sorptive Dispersive Microextraction, mSBSDME). Los bisfenoles son
compuestos que presentan un marcado poder de disrupcién endocrina, por lo
que su determinacion en fluidos biolégicos es de gran importancia para obtener
informacion sobre la exposicion de la poblacién a estos compuestos. Para llevar
a cabo la extraccion de los analitos de las matrices biolégicas mediante
mSBSDME se ha empleado como sorbente un material magnético basado en
una red organica covalente (Covalent Organic Framework, COF), mostrando un
buen rendimiento de extraccion debido a las interacciones tipo -1, hidrofébicas
y dipolo-dipolo con los analitos. Debido a que estos compuestos se conjugan en
el cuerpo humano con el acido glucurénico y el sulfato, se ha realizado una
enzimodlisis empleando una mezcla comercial de p-glucuronidasa y arilsulfatasa
previa al procedimiento de microextraccion, con la finalidad de determinar el
contenido total de bisfenoles. Como técnica de deteccion se ha empleado la
cromatografia de liquidos acoplada a espectrometria de masas en tandem
(Liquid Chromatography-Tandem Mass Spectrometry, LC-MS/MS), obteniendo
una buena sensibilidad y selectividad. El método se ha validado para ambas
matrices, obteniendo una buena linealidad hasta al menos 100 ng mL-", limites
de deteccion en el rango bajo de ng mL™, valores de precision inferiores al 15
% y coeficientes de recuperacion relativa entre 80 y 127 %. Para demostrar la
aplicabilidad del método propuesto se han analizado muestras de cinco mujeres
voluntarias con la finalidad de ofrecer una herramienta practica para la
monitorizacion de la exposicion de estos disruptores endocrinos en la poblacion
femenina con el propdsito final de que el método pueda ser til en el estudio de
problemas de fertilidad en mujeres. Este nuevo procedimiento aumenta la
implementacién de las aplicaciones de preparacion de muestra miniaturizadas
en muestras bioldgicas para el analisis clinico.
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5.1. Introduccioén

El bisfenol A (BPA) y sus analogos han sido ampliamente empleados en la
produccion de resinas y poliacrilatos, presentes en productos de uso diario como
botellas de plastico, recipientes alimenticios, lentes oculares o
electrodomésticos, entre otros [164]. Cabe sefalar que el cuerpo humano esta
altamente expuesto a estos compuestos, como se ha evidenciado por su
presencia en diferentes fluidos biolégicos como orina, sangre o saliva, entre
otros [165,166]. Ademas, se ha demostrado que los bisfenoles presentan un
marcado caracter de disrupcién endocrina pudiendo provocar problemas de
salud debido a su toxicidad y a sus efectos sobre el sistema reproductivo, como
genotoxicidad o infertilidad [167-169]. Por esta razéon, es importante su
biomonitorizacion en la poblacién humana, asi como el estudio de los niveles de
estos compuestos en fluidos bioldgicos que pueden causar enfermedades con
la finalidad de tomar medidas a tiempo.

El volumen disponible de algunos fluidos biolégicos es en ocasiones limitado,
bien debido a su propia naturaleza (sangre, saliva, fluido cerebroespinal, etc.),
bien debido a las particularidades de los pacientes (recién nacidos, gente de
avanzada edad, pacientes inmunodeprimidos o con algun tipo de enfermedad)
o bien que la muestra se requiera para otros fines como la medida de otros
parametros. Ademas, las matrices biologicas presentan una elevada
complejidad debido al elevado numero de posibles interferentes, la presencia de
macromoléculas como polisacaridos, proteinas, o lipidos, y también debido a los
bajos niveles a los que se encuentran algunos de los analitos. Por ello, se
requiere realizar una etapa de tratamiento de muestra como etapa de limpieza
para eliminar posibles interferentes y como etapa de preconcentracién para
alcanzar la sensibilidad necesaria [170,171]. Asimismo, cabe destacar que los
laboratorios de analisis clinico requieren tratar un gran nimero de muestras
diariamente y proporcionar los resultados tan pronto como sea posible.

Una opciodn interesante para superar los retos mencionados es el empleo de
técnicas de microextraccion en la etapa de preparacion de muestra. En estos
enfoques, el impacto ambiental se minimiza debido a la reduccion de los
recursos necesarios, los desechos producidos y el consumo de energia,
cumpliendo con los principios de la Green Sample Preparation (GSP) [4].
Adicionalmente, los dispositivos de microextraccion suelen requerir un menor
espacio fisico, pudiendo tratar mas muestras de forma simultanea, lo cual es un
aspecto muy importante en el analisis clinico de rutina. Todo esto se ha descrito
con mas profundidad en el Capitulo 2. Ademas, la viabilidad de los métodos
analiticos en términos de productividad y eficacia tanto practica como
econdmica se ha puesto en el foco de interés recientemente [70].

La determinacién de bisfenoles se ha realizado en diferentes fluidos biolégicos
como sangre, orina, leche materna o fluido folicular [172]. En el andlisis de
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muestras de suero y orina se han empleado mayoritariamente técnicas de
extraccion convencionales como la extraccion en fase sélida (Solid-Phase
Extraction, SPE) o la extraccién liquido-liquido (Liquid-Liquid Extraction, LLE)
[173—181], sin embargo estas son contrarias a los principios de la GSP. De entre
todas las técnicas de extraccion miniaturizadas disponibles, aquellas que se
basan en la dispersion de la fase extractante mejoran la cinética de extraccion,
obteniendo procedimientos mas rapidos que en las técnicas no dispersivas
[182], cumpliendo en gran medida con todos los requisitos mencionados
anteriormente. En este contexto, la microextraccion liquido-liquido dispersiva
(Dispersive Liquid-Liquid Microextraction, DLLME) ha sido la técnica
mayoritariamente empleada en orina, ya que se encuentran disponibles grandes
volumenes de muestra [183-187]. Por el contrario, el empleo de técnicas de
microextraccion basadas en sorbentes se ha aplicado solo al analisis de orina,
pero no han sido ampliamente explotadas [188,189].

El objetivo de este capitulo es el desarrollo de un método analitico practico para
la determinacién del contenido total de bisfenoles en suero y orina, con el
propodsito de que pueda ser aplicado en laboratorios de bioanalisis. En concreto,
se pretende determinar BPA, bisfenol AF (BPAF), bisfenol AP (BPAP), bisfenol
B (BPB), bisfenol E (BPE), bisfenol F (BPF) y bisfenol S (BPS), cuyas
estructuras se muestran en la Tabla 5.1. La extraccién de los analitos se va a
llevar a cabo empleando la microextraccién dispersiva por sorcién sobre barra
agitadora miniaturizada (Miniaturized Stir Bar Sorptive  Dispersive
Microextraction, mSBSDME) [81], que ha demostrado ser una herramienta
prometedora para el andlisis de muestras de bajo volumen. Esta técnica
requiere un maximo de 350 pL de fase dadora (muestra) y presenta un facil
manejo debido al empleo de materiales magnéticos como sorbentes, evitando
etapas como la centrifugacién. En esta aplicacion en concreto, se empleara un
material magnético que presenta una red organica covalente (Covalent Organic
Framework, COF) como sorbente. Debido a la dispersion del material en la fase
dadora se pretenden obtener elevadas cinéticas de extraccion, requiriendo
bajos tiempos de extraccion. Ademas, el soporte impreso en 3D permite el
tratamiento de hasta 15 muestras de forma simultanea, permitiendo el andlisis
de un gran niumero de muestras por unidad de tiempo. Dado que parte de los
analitos se pueden encontrar en el cuerpo humano conjugados con acido
glucuroénico o sulfato, se requiere de una etapa de enzimdlisis previa a la
extraccion para llevar a cabo su desconjugacion y determinar el contenido total
de bisfenoles y no solo la fraccién libre. Para este propésito, se empleara una
mezcla enzimatica comercial conteniendo B-glucuronidasa y arilsulfatasa [190].
Ademas, para obtener un método lo mas sensible y selectivo posible, la
identificacion y cuantificacién de los analitos se llevara a cabo mediante
cromatografia de liquidos acoplada a espectrometria de masas en tandem
(Liquid Chromatography-Tandem Mass Spectrometry, LC-MS/MS).
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Tabla 5.1. Estructura molecular y algunas propiedades relevantes de los
analitos.

Analitos Estructura molecular logPow? M., (g mol")®

BPA O O 3.6 228.3
HO OH
F.C CF,
BPAF 4.0 336.3
HO OH

BPAP 4.3 290.3

J

BPB 4.1 2423
HO OH

BPE 3.2 214.3
HO OH

BPF 2.8 200.3

BPS /@/g\@\ 2.1 250.3
HO OH

a Pow: Coeficiente de particion octanol-agua
b Mw: Masa molecular

5.2. Experimental

5.2.1. Reactivos

Se emplearon BPA = 99 %, BPAF = 99 %, BPAP = 99 %, BPB = 98 %, BPE =
98 %, BPF =98 %, BPS =98 % y bisfenol A deuterado (BPA-d1s) =98 % utilizado
como patron surrogado (para la cuantificacion de BPA, BPAF, BPAP, BPB y
BPE) de Sigma-Aldrich (St. Louis. EE. UU.). Se empled bisfenol S deuterado

15
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(BPS-dg) = 99 % como patrén surrogado (para la cuantificacion de BPS y BPF)
de CDN isotopes (Quebec, Canada).

Para la sintesis del COF magnético se empleé FeClz-6H20 y CoCl2:6H20 de
Acros Organics (Geel, Bélgica), acetato de sodio anhidro y acido acético de
Scharlab (Barcelona, Espana), etilenglicol y dimetilsulféxido (DMSQO) de Thermo
Scientific Chemicals (Waltham, EE. UU.), (3-aminopropil)trietoxisilano (APTES)
y tereftalaldehido (TPA) de Sigma-Aldrich, 1,3,5-tris(4-aminofenil)amina (TAPA)
de BLD Pharmatech GMBH (Kaiserslautern, Alemania), etanol (EtOH) vy
acetonitrilo (ACN) grado LC de PanReac AppliChem (Damstad, Alemania) y
agua ultrapura (resistividad 218.2 MQ cm) obtenida a través de un sistema de
purificacion de agua Adrona (Riga, Letonia).

Para la preparacion de suero sintético y orina sintética se adquirié cloruro de
potasio (KCI) y dihidrogeno fosfato de sodio (NaH2PO4-H20) de PanReac
AppliChem, cloruro de sodio (NaCl) de Fisher Chemical (Loughborough, Reino
Unido), hidrogeno fosfato de disodio (NazHPO4-12H20), dihidrégeno fosfato de
potasio (KH2PQOa), sulfato de magnesio (MgSQ4) e hidrogeno carbonato de sodio
(NaHCOs3) de Scharlab, urea de VWR Chemicals (Fontenay-sous-Bois, Francia),
creatinina de Thermo Scientific, citrato de sodio de Guinama (La Pobla de
Vallbona, Espana) y cloruro de amonio (NH4Cl) y cloruro de calcio (CaClz) de
Probus (Badalona, Espana).

Para realizar la enzimdlisis de las muestras de suero y orina se empled [3-
glucuronidasa/arilsulfatasa de Roche (Mannheim, Alemania), acido férmico y
acido aceético de Scharlab y acetato de amonio de Sigma-Aldrich.

Se emple6 EtOH grado LC de PanReac AppliChem como disolvente de
desorcioén.

Se adquirié agua grado LC-MS de PanReac AppliChem, metanol (MeOH) grado
LC-MS de Honeywell (Seelze, Alemania) y fluoruro de amonio (NH4F) 98 % de
Acros Organics para la preparacion de la fase mévil.

Como gas de nebulizacion en la fuente MS/MS y para la evaporacion de los
extractos posterior al proceso de extraccion se empled nitrégeno obtenido a
través de un generador NiGen LCMS 40-1 de Claind S.r.l. (Lenno, ltalia),
mientras que se empled nitrégeno extrapuro (> 99.999 %) de Praxair (Madrid,
Espafa) como gas de colision en la celda de colisién del MS/MS.

5.2.2. Instrumentacion

Para llevar a cabo la mSBSDME se emple6é un dispositivo multiextraccién
desarrollado por el grupo de investigacién en el que se ha desarrollado la
presente Tesis Doctoral [81] que consistia en un agitador magnético MX-3K (18
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W, 0-3000 rpm) de Anzeser (Frankfurt am Main, Alemania) al que se le acopla
un soporte disefiado en 3D con capacidad para 15 insertos de vidrio de base
plana (Figura 5.1). Estos insertos de Labbox (Barcelona, Espafia) se emplearon
como recipientes en la etapa de microextraccién y presentaban una capacidad
de 400 pL (31 mm de altura y 4 mm de diametro interno), mientras que los
imanes cilindricos de NdFeB (3 mm de longitud y 2 mm de diametro) utilizados
para dispersar el sorbente se adquirieron de Supermagnete (Gottmadingen,
Alemania).

a. illp"

Figura 5.1. Dispositivo multiextraccion de 15 posiciones empleado para llevar a
cabo la mSBSDME.

Para la preparacion de suero sintético y orina sintética se utilizé un medidor de
pH Basic 20 de Crison (Alella, Espafa). En la etapa de sintesis del sorbente se
empled un bafio de ultrasonidos de JP Selecta (Barcelona, Espafia). En la etapa
de enzimdlisis se requirié el empleo de un agitador vortex ZX3 de VELP
Scientifica (Usmate Velate, Italia) y de un agitador orbital termostatizado Thermo
Shaker TS-100 de Biosan (Riga, Letonia). En la ultima etapa de la enzimdlisis
se empled una centrifuga Microspin 12 de Biosan para separar el precipitado
del sobrenadante. Para llevar a cabo la evaporacioén de los extractos se empled
un evaporador Stuart SBHCONC/1 de Cole-Parmer (Staffordshire, Reino
Unido).

Se empled un sistema de cromatografia de liquidos Agilent Technologies 1100
Series equipado con un desgasificador, una bomba cuaternaria, inyector
automatico y un horno con una columna Kinetex C1s (150 mm de longitud, 3 mm
de diametro interno y 2.6 ym de tamafio de particula), acoplada a un detector
Agilent 6410B Triple Quad MS/MS.

5.2.3. Toma de muestra y pretratamiento

Las muestras de suero y orina fueron proporcionadas por el IVIRMA (Instituto
Valenciano de Infertilidad — Reproductive Medicine Associates) Barcelona.
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Estas se recolectaron en tubos de polipropileno de 2 mL y se mantuvieron a -80
°C hasta su analisis. Todas las mujeres voluntarias (de entre 18 y 46 afios de
edad) dieron su consentimiento por escrito a participar en este estudio, el cual
fue aprobado por el Comité de Etica de Investigacion en Humanos (CEIH) de la
Universidad de Valencia y el Hospital Clinic de Barcelona.

Para realizar la enzimdlisis de las muestras de suero y orina, en primer lugar, se
dejaron descongelar a temperatura ambiente. A continuacién, se transfirieron
100 pL de cada muestra a un microtubo de centrifuga y se anadieron 25 pL de
una disolucién de 20 ng mL-' de los patrones surrogados y 250 uL de tampén
de acetato de amonio (1 M, pH 4.7) conteniendo 240 unidades de -
glucuronidasa y 1920 unidades de arilsulfatasa. La adicion de los patrones
surrogados en esta etapa de preparacion de muestra permite mejorar la
imprecision y corregir posibles desviaciones en el tratamiento de muestra, asi
como en la medida instrumental. Se aplico agitacion mediante vortex a la mezcla
y se incubd a 37 °C durante 12 h. A continuacion, se afiadieron 125 L de acido
férmico 0.5 M para llevar a cabo la precipitacion de las proteinas y se centrifugd
durante 5 min a 12500 rpm. Finalmente, el precipitado se descarté y el
sobrenadante se empled en las siguientes etapas (Figura 5.2).

25 pL disolucion patrones
surrogados (20 ng mL"")

125 L 4cido

formico 0.5 M 350 uL

sobrenadante

>

Vortex
Centrifugar T

5 min \
12500 rpm

mSBSDME

Incubar
12h
37°C

250 pL tampon acetato
amonio (1 M, pH 4.7)
conteniendo la
100 yL de  Mezcla enzimatica

suero u orina

Figura 5.2. Tratamiento de las muestras previo a la mSBSDME.

5.2.4. Preparacion de suero sintético y saliva sintética

Se empled tampdn fosfato salino (Phosphate-Buffered Saline PBS) pH 7.4 como
suero sintético, preparandose de acuerdo con un protocolo modificado [191].
Para ello, se prepard una disolucién en agua ultrapura conteniendo NaCl (8.00
g L"), KCI (0.20 g L"), KH2PO4 (0.24 g L") y Na2HPO4-12H20 (1.44 g L),
ajustando el pH a 7.4.

La orina sintética también se prepard de acuerdo con un protocolo modificado
[192]. Para ello, se prepard una disolucion acuosa conteniendo urea (12.01 g L-
1), creatinina (0.45 g L), citrato de sodio (1.29 g L"), NaCl (3.16 g L"), KCI (2.24
g L"), NH4ClI (0.80 g L"), CaCl2-4H20 (0.91 g L"), MgSOQ4 (0.24 g L-'), NaHCO3
(0.17 g L"), Na2SO04 (1.28 g L"), NaH2PO4-H20 (0.57 g L"), y Na2HPO4-12H20
(0.36 g L"), ajustando el pH a 6.2.
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5.2.5. Preparacion de las disoluciones patron

Las disoluciones patron de cada bisfenol y de los dos patrones surrogados se
prepararon en ACN a una concentracion de 1000 ug mL'. A partir de las
disoluciones individuales de los analitos, se prepard6 una disolucion
multicomponente de 100 ng mL™" en suero sintético u orina sintética (Seccion
5.2.4). El empleo de estas disoluciones tiene por finalidad imitar el contenido
salino del suero y la orina reales, evitando asi el posible efecto matriz causado
por la diferencia de fuerza i6nica de las disoluciones patron y las muestras. Para
evitar la degradacion de los analitos, las disoluciones se almacenaron a 4 °C y
se protegieron de la exposicion a la luz. A partir de la disolucion patron de 100
ng mL-!, se prepararon en suero sintético u orina sintética disoluciones patrén
de trabajo para obtener el calibrado (0.5-10 ng mL"). Por otro lado, se preparé
en ACN una disolucion intermedia conteniendo ambos patrones surrogados a
10 yg mL™", y una disolucion final conteniendo 20 ng mL-".

Para preparar los patrones del mismo modo que las muestras (Seccion 5.2.3),
se mezclaron 100 pyL de cada disolucion patréon con 25 L de la disolucién
multicomponente de patrones surrogados de 20 ng mL!, 250 uL de tampon de
acetato de amonio (1 M, pH 4.7) y 125 pL de acido férmico 0.5 M.

5.2.6. Sintesis del material empleado como sorbente

La sintesis del COF magnético consistio en tres etapas [193]. La primera fue la
sintesis de nanoparticulas magnéticas (Magnetic Nanoparticles, MNPs) de
CoFe204 mediante un método solvotermal modificado [194]. En primer lugar, se
pesaron 4.05 g de FeCl3-6H20 (15 mmol), 1.78 mg de CoCl2:6H20 (7.5 mmol) y
10.8 g de acetato de sodio anhidro, los cuales se disolvieron en 120 mL de
etilenglicol, obteniendo una disolucién de color naranja. Para asegurar la
homogeneidad y la total disolucion de los sdlidos, se agitd vigorosamente
durante 30 min. A continuacion, la mezcla se trasvasdé a dos reactores
solvotermales de teflon que fueron sellados y calentados a 200 °C durante 8 h.
Finalmente, las MNPs obtenidas se decantaron y se lavaron con EtOH,
dejandose secar a 80 °C durante toda la noche.

La segunda etapa consisti6 en la amino-funcionalizacion de las MNPs
previamente sintetizadas [195]. Para ello, se afiadieron 0.5 g de CoFe204 a una
disolucién de 25 mL de EtOH y 2 mL de agua. La mezcla se mantuvo en bafio
de ultrasonidos durante 30 min, y posteriormente se anadido 1 mL de APTES.
Para llevar a cabo la reaccion, la suspension se agité magnéticamente durante
24 h a temperatura ambiente. Finalmente, el polvo negro obtenido se decantd,
se lavo con agua y EtOH y se dejé secar durante toda la noche a 80 °C.
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La ultima etapa consistié en el recubrimiento del COF. Esta etapa se basa en el
enlace covalente de los grupos amino con los grupos aldehido del TPA,
obteniendo la red organica en la superficie de las MNPs. Con esta finalidad, se
dispersaron 0.3 g de las MNPs amino-funcionalizadas, 0.06 g de TPA (0.45
mmol) y 0.087 g de TAPA (0.3 mmol) en 60 mL de DMSO durante 30 min en
bafio de ultrasonidos. A continuacion, se afiadieron 2 mL de &cido acético gota
a gota mientras la mezcla se mantenia agitada magnéticamente. La agitacion
se mantuvo durante 30 min, permitiendo la formacion del material
(CoFe204@COF). Seguidamente, el polvo marrén obtenido se decanto, se lavd
con ACN y se secd a 80 °C durante 4 h. Finalmente, el material obtenido se
molturd para obtener un polvo fino.

5.2.7. Procedimiento de mSBSDME

Para cada una de las disoluciones a extraer de patrén o de sobrenadante
obtenido tras la enzimdlisis, se pesaron 0.5 mg de CoFe204@COF en un inserto
de vidrio de base plana y se anadié un iman de neodimio. A continuacion, se
afadieron 350 uL de disolucién a extraer, agitando durante 1 min. Tras detener
la agitacion, el material magnético se deposité en la superficie del iman y se
descartd la fase dadora. Para lavar el material se afadieron 350 uL de una
mezcla 99:1 (v/v) de H20:ACN y seguidamente se descartaron. Para llevar a
cabo la desorcion de los analitos se afiadieron 20 pL de EtOH, dispersando el
sorbente durante 1 min. Posteriormente, el extracto se transfirid a un inserto
cénico situado en el interior de un vial de inyeccidn. Se empleé una corriente de
nitrégeno para la evaporacion de los extractos hasta sequedad (2 min aprox.) y
su consiguiente reconstituciéon con 20 pyL de una mezcla 70:30 (v/iv) de
MeOH:H:20 para su posterior andlisis mediante LC-MS/MS. En la Figura 5.3 se
muestra un esquema del método propuesto.
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LC-MS/MS
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Figura 5.3. Esquema del método propuesto.

5.2.8. Condiciones LC-MS/MS

- Columna: Kinetex C1s (150 mm longitud, 3 mm de diametro interno y 2.6 ym
de tamafio de particula)

- Temperatura de la columna: 40 °C
- Volumen de inyeccion: 10 pL

- Fase movil: A: 0.5 mM NH4F y B: MeOH
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- Gradiente:

Tiempo (min) A (%) B (%)

0.0 30 70
0.5 0 100
2.5 0 100
2.6 30 70
14.0 30 70

- Caudal: 0.25 mL min-!

- Duracién del cromatograma: 14 min

- Modo de ionizacion MS/MS: ESI-

- Voltaje: -5000 V (ESI-)

- Temperatura del gas de nebulizacién: 230 °C
- Flujo del gas de nebulizacién: 12 L min-"’

- Presion del nebulizador: 40 psi

En la Tabla 5.2 se muestran las transiciones empleadas para la determinacion
instrumental de los compuestos de interés.
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Tabla 5.2. Relaciones masa/carga (m/z) de los iones precursores y producto,
energias de colision y fragmentador para los analitos y los patrones surrogados.

Analito lon precursor  lon producto?® Energia de Fragmentador

(m/z) (m/z) colision (V) (V)
212 16

BPA 227 133 24 152
223 18

BPA-d16 241 142 30 170
265 22

BPAF 335 197 40 165
274 18

BPAP 289 ) ) 180
212 16

BPB 241 147 29 170
198 14

BPE 213 197 32 150
93 24

BPF 199 105 20 140
108 28

BPS 249 92 36 170

BPS-ds 257 112 30 60
96 38

@ En negrita se resaltan las m/z empleadas para la cuantificacion

En la Figura 5.4 se muestran los cromatogramas obtenidos al aplicar el método
desarrollado a una disolucién patrén conteniendo 5 ng mL-" de los analitos.
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Figura 5.4. Cromatograma obtenido al aplicar el método basado en mSBSDME
y su posterior analisis mediante LC-MS/MS a una disolucién patrén conteniendo

5 ng mL-" de los analitos.
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5.3. Resultados y discusion

5.3.1. Seleccién de la metodologia de preparacion de muestra y
condiciones

Como técnica de extracciéon se eligié la mSBSDME debido a su demostrada
capacidad para el analisis de muestras biolégicas de bajo volumen, donde los
analitos se encuentran a un nivel bajo de concentracion [81,163]. De hecho, esta
metodologia ha sido empleada para la determinacién de bisfenoles en fluido
folicular obteniendo excelentes parametros analiticos [193]. En este trabajo se
ha expandido el empleo de esta técnica al analisis de suero y orina, con la
finalidad de contribuir a un mapa contextual de la exposicion de las mujeres a
estos disruptores endocrinos, de forma que permita estudiar su relacion con los
problemas de fertilidad.

La etapa de pretratamiento de muestra debe ser la adecuada dependiendo de
la naturaleza de la misma. Los bisfenoles son compuestos toxicos que se
conjugan en el higado mediante diferentes rutas metabdlicas para facilitar su
secrecion a través de diferentes fluidos bioldgicos [196]. Las reacciones de
conjugacion mas comunes son con acido glucurénico y sulfato. Estos han sido
considerados como mecanismos de detoxificacién debido a que los bisfenoles
conjugados no se unen a los receptores estrogenos [197,198]. Por ello, estos
compuestos se encuentran presentes en los fluidos biolégicos como una mezcla
de bisfenoles libres y conjugados [190]. Como se ha mencionado previamente,
se requiere una etapa de enzimodlisis de la muestra para poder transformar los
bisfenoles conjugados en bisfenoles libres, de forma que se pueda determinar
su contenido total. Con esta finalidad, se empleé una mezcla enzimatica
comercialmente disponible de B-glucuronidasa y arilsulfatasa de Helix pomatia.

Respecto a las condiciones de la etapa de extraccion, la seleccion del sorbente
se baso en las propiedades fisicoquimicas de los analitos, asi como los
requerimientos de la técnica de microextraccion. En este caso se considerd la
aromaticidad e hidrofobicidad de los bisfenoles (coeficientes de particion
octanol-agua entre 2.1y 4.3) y el magnetismo requerido para poder llevar a cabo
la mSBSDME. EI CoFe204@COF empleado en este trabajo cumple
perfectamente todos los requisitos [193]. Por un lado, el COF formado por dos
compuestos aromaticos como son el TAPA y TPA proporciona unos buenos
rendimientos de extraccién debido a interacciones tipo -1, hidrofébicas y
dipolo-dipolo entre los analitos y el material. Por otro lado, las MNPs empleadas
como base del composite proporcionan la suficiente capacidad magnética.

Las variables que afectan a la extraccién y la desorcién (masa de sorbente,
tiempo de extraccion, tiempo de desorcion y fuerza iénica) se optimizaron en un
trabajo previo realizado por el grupo de investigacion en el que se ha
desarrollado la presente Tesis Doctoral [193], obteniéndose los siguientes
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valores: 0.5 mg de masa de sorbente, 1 min de tiempo de extraccion, 1 minuto
de tiempo de desorcién y sin ajuste de la fuerza idnica. Sin embargo, como
disolvente de desorcion se empleaba tetrahidrofurano (THF). Con la finalidad de
conseguir un meétodo mas sostenible en este capitulo, se realizé una
comparacion entre THF y EtOH como disolventes de desorcién. Para ello se
llevd a cabo el procedimiento de extraccion empleando las condiciones
seleccionadas de una disolucién patrén conteniendo 5 ng mL-" de los analitos y
se emplearon 20 uL del correspondiente disolvente para la desorcion. Como se
muestra en la Figura 5.5, se obtuvo una mejor eficacia de extracciéon con EtOH
para la mayoria de los analitos, por lo que se empled este disolvente como
disolvente de desorcion debido a sus mejores prestaciones y a su mayor
sostenibilidad.

1.2 -

1.0 - _ 1
08{ Wi
0.6 1
0.4 -
0.2 -
0.0 -
BPA

BPAF  BPAP BP

u EtOH THF

A
a
B BPE BPF BPS

Figura 5.5. Comparacion de la eficacia de desorcién entre EtOH y THF.

Area relativa

Una vez se seleccionaron todos los parametros relacionados con el proceso de
extraccion, se realizaron dos estudios adicionales para demostrar la eficacia de
extraccion del sorbente y la reproducibilidad de su sintesis. Debido a que la
sintesis del sorbente consistia en tres etapas, se demostré que la extraccion de
los analitos se debe a su interaccion con el COF y no con los grupos amino o
las MNPs. Para ello, se aplicé el método a una disolucion patrén conteniendo 5
ng mL-" de los analitos empleando CoFe204, CoFe204 amino-funcionalizadas y
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CoFe204@COF como materiales sorbentes. Como se muestra en la Figura 5.6,
la extraccion de los analitos se lleva a cabo claramente por el COF.

1.2
mCoFe,0, mCoFe,0,amino-funcionalizadas = CoFe,O,@COF

1.0 - I I I { I I i

Area relativa

0.2 A

00 e BN S

BPA BPAF BPAP BPB BPE BPF BPS

Figura 5.6. Comparacion de la eficacia de extraccién de los materiales
obtenidos en cada una de las etapas de la sintesis del composite.

Finalmente, se evalud la repetibilidad de la sintesis para asegurar la misma
eficacia de extraccion entre diferentes lotes. Para ello, se sintetizaron tres lotes
independientes de material y cada uno de ellos se emple6 para llevar a cabo la
extraccion de una disolucién patrén conteniendo 5 ng mL-! de los analitos. Como
se muestra en la Figura 5.7, se obtuvieron resultados similares (RSD < 7 %)
entre los diferentes lotes sintetizados, demostrando una buena repetibilidad en
el procedimiento.
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Figura 5.7. Comparacioén de la eficacia de extraccion de diferentes lotes de la
sintesis del sorbente.

5.3.2. Caracteristicas analiticas del método

Se evaluaron las caracteristicas analiticas del método siguiendo la guia
harmonizada ICH [149] en términos de linealidad, limites de deteccion (Limit of
Detection, LOD) y cuantificacion (Limit of Quantification, LOQ) y precision.
Ademas, se calcul6 el factor de preconcentracion (Enrichment Factor, EF) y el
rendimiento de extraccion (Extraction Efficiency, EE). Los resultados se
muestran en la Tabla 5.3 para suero y en la Tabla 5.4 para orina.

Para determinar la linealidad, se aplicé el método a disoluciones patron
preparadas en suero sintético u orina sintética conteniendo diferentes
concentraciones de bisfenoles y empleando BPA-d1s y BPS-ds como patrones
surrogados. Como sefal analitica se empled la relacién del area de los
bisfenoles con respecto a su correspondiente patron surrogado. Se determind
que la linealidad se extendia hasta, al menos, 100 ng mL-', obteniendo
coeficientes de determinacion (R2) superiores a 0.990. Sin embargo, debido a
que las concentraciones esperadas en las muestras eran considerablemente
inferiores, se establecié un rango de trabajo de entre 0.5y 10 ng mL-".

Para el calculo de los EFs se aplico el método a una disolucién patrén
conteniendo 10 ng mL-" de los analitos en suero u orina sintéticas, mientras otra
disolucién patrén de la misma concentracion se preparé en una mezcla de
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MeOH:H20 en una proporcion 70:30 (v/v) y se inyectd directamente en el
instrumento analitico. De acuerdo con la definicién de EF, este se puede calcular
como el cociente entre la concentracion del analito en el extracto final (Cs) y la
concentraciéon del mismo analito en la disolucion antes de la extraccion (Ci).
Ahora bien, teniendo en cuenta la relacion directamente proporcional entre el
area y la concentracién, se calcul6 comparando el area de los picos (A) de
ambas disoluciones de acuerdo con la siguiente ecuacion:
Ar

=G
EF= .ocAi

c (Ec.5.1)

Los valores obtenidos oscilaron entre 0.5y 2 para el suero y entre 0.6 y 2.6 para
la orina.

El EE se calculo teniendo en cuenta el EF experimental (EFexp) obtenido
mediante la Ecuacion 5.1 y el factor de preconcentracion maximo (EFmax)
empleando la siguiente ecuacion:

EE (%)= 122 (Ec.5.2)
Teniendo en cuenta que el volumen de muestra es de 100 uL y el volumen del
extracto final es de 20 L, el EF maximo tedrico es de 5. Se obtuvieron valores
de EE de entre 9y 41 % para el suero y entre 11 y 52 % para la orina.

Los LOD y LOQ se calcularon como 3 y 10 veces, respectivamente, la relacion
sefal-ruido de una disolucién patrén preparada en suero sintético y orina
sintética a la que se le aplico el método propuesto. Se obtuvieron valores de
LOD y LOQ de entre 0.01 y 0.15 ng mL"' y entre 0.04 y 0.50 ng mL",
respectivamente para suero, y entre 0.01 y 0.20 ng mL"" y entre 0.04 y 0.65 ng
mL-", respectivamente, para orina.

La precision del método propuesto se estudié en una misma sesién de trabajo
(intra-dia) y en diferentes sesiones consecutivas (inter-dia). Con esta finalidad,
se aplicd el método a cinco réplicas independientes de disoluciones patron
multicomponente a tres niveles de concentracion (0.5, 5y 10 ng mL-*). Como se
puede observar en la Tabla 5.3 y Tabla 5.4, todos los valores de RSD se
encontraban por debajo de 15 %, concluyendo que el método propuesto
presenta una buena precision.
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Tabla 5.3. Caracteristicas analiticas del método propuesto para suero.

Precisién (RSD, %)

. EE LOD LoQ Intra-dia Inter-dia
Analito R2 EF

(%) - -
(ngmL7)  (ngml?) o 5 10 0.5 5 10

ngmL' ngmL' ngmL?' ngmL?' ngmL?' ngmL!

BPA 0.996 1.8 37 0.15 0.50 7 7 1 13 10 6
BPAF 0998 14 27 0.01 0.04 1 7 1 1 7 3
BPAP 099 1.6 33 0.02 0.06 1 2 4 8 4 7
BPB 0.995 18 37 0.11 0.35 2 7 4 1 7 13
BPE 0997 20 41 0.06 0.20 8 3 3 3 3 5
BPF 0996 19 38 0.14 0.47 3 3 1 13 8 3
BPS 09991 05 9 0.09 0.29 5 3 13 13 13 10

Tabla 5.4. Caracteristicas analiticas del método propuesto para orina.

Precision (RSD, %)

EE LOD LoQ Intra-dia Inter-dia
Analito R? EF
(%) (ngmL) (ngmL")

0.5 5 10 0.5 5 10

ngmL?' ngmL?' ngmL?' ngmL' ngmL? ngmL"1

BPA 0995 22 47 0.12 0.40 5 2 2 9 1 5
BPAF 0995 1.6 32 0.01 0.04 5 1 1 6 4 1
BPAP 0998 18 36 0.02 0.06 3 3 3 9 14 2
BPB  0.997 23 47 0.09 0.30 7 4 4 9 9 12
BPE 0997 25 49 0.05 0.17 6 6 4 14 5 7
BPF 0994 26 52 0.20 0.65 1 3 5 5 8 8
BPS 0998 06 11 0.05 0.15 5 1 5 8 4 4

5.3.3. Estudio del efecto matriz

Para evaluar la exactitud del método y descartar la presencia de efecto matriz,
se fortificaron diferentes muestras de suero y orina a tres niveles de
concentracién (0.5, 5y 10 ng mL") y se procedié a su extraccion mediante
mSBSDME. A continuacién, se calcularon los coeficientes de recuperacion
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relativa, obteniendo valores entre 80 y 127 % para el suero y entre 82 y 124 %
para la orina (Tabla 5.5), mostrando que el efecto matriz para ambas muestras
era despreciable. Por ello, se empled calibracion externa para la determinacion
de los bisfenoles de interés en muestras tanto de suero como de orina, utilizando
dos patrones surrogados para mejorar la precision y corregir posibles
desviaciones en el proceso de extraccion. Dado que el efecto matriz era
despreciable sin necesidad de realizar ninguna dilucién de la muestra, no se
realizé ningun estudio referente su dilucion, puesto que esto conllevaria a una
disminucién en los EF maximos tedricos.

Tabla 5.5. Coeficientes de recuperacion relativa obtenidos para las muestras
de suero y orina aplicando el método propuesto.

Coeficientes de recuperacion relativa (%)

. Anadido
Matriz L)
(ngm BPA BPAF BPAP BPB  BPE BPF BPS
0.5 89+7 127+1 120+1 80+2 85+8 116+3 102+5
Suero 5 94+5 97+8 84+7 87+6 103+3 107+6 99%5
10 103+1 89+1 90+4 804 121+3 120+10 11010
0.5 86+5 97+5 106+3 85+7 95+6 124+1 825
Orina 5 110+2 116+1 109+3 107+4 101+3 103+3 1011

10 102+2 1191 120+3 106+4 1074 1215 975

5.3.4. Analisis de muestras

Se analizaron diferentes muestras de mujeres voluntarias empleando el método
propuesto para demostrar su utilidad en la determinacién de bisfenoles en suero
y orina. Como se puede observar en la Tabla 5.6, los bisfenoles mas
comunmente encontrados en ambas matrices fueron BPA y BPS, siendo
detectados o cuantificados en casi todas las voluntarias. Estos resultados
muestran la alta exposicion de la poblacion, y especialmente mujeres, a estos
disruptores endocrinos.
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Tabla 5.6. Concentracion de bisfenoles en muestras de suero y orina.

Concentracién (ng mL™)

Matriz  Voluntaria
BPA BPAF BPAP BPB BPE BPF BPS

1 <LOQ <LOD <LOD <LOQ <LOD <LOD <LOQ
2 <LOQ 0.25 <LOD <LOQ <LOD <LOD 0.56
Suero 3 <LOQ <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOQ
4 1.75 <LOD 0.40 <LOD 0.57 <LOD <LOD
5 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 0.31
1 <LOQ <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 1.86
2 5.03 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 0.89
Orina 3 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOQ
4 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
5 <LOQ <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

5.3.56. Comparacion con métodos previos y evaluacion de la
sostenibilidad

La determinacién de bisfenoles ha sido ampliamente realizada mediante
técnicas de extraccién convencionales. Sin embargo, el empleo de técnicas
miniaturizadas dispersivas es escaso, a pesar de las ventajas que ofrecen en
términos de aplicabilidad y sostenibilidad. Por ello, se realizé una comparacion
entre el método propuesto y otros métodos que emplean técnicas de
microextracciéon dispersivas para la determinacion de bisfenoles en orina y/o
suero. Los resultados se muestran en la Tabla 5.7.

Como se puede observar, el volumen de muestra empleado en el método
desarrollado (0.1 mL) es considerablemente inferior al de los métodos previos
(1-20 mL). Esto presenta una clara ventaja debido a que, en el caso de la orina,
se pueden obtener volumenes de muestra mas o menos grandes, pero no en el
caso de suero. Por ello, el método basado en mSBSDME es el mas adecuado
para el analisis de muestras de bajo volumen. En determinados casos la
reduccion del volumen de muestra afecta negativamente a los LODs, debido a
que los EF maximos son inferiores a cuando se utiliza un mayor volumen de
muestra. Sin embargo, el método desarrollado alcanza limites del mismo orden
que los métodos previos que emplean un mayor volumen de muestra. Ademas,
en bioanalisis el numero de muestras procesadas por unidad de tiempo es un
parametro muy importante. En este sentido, el método desarrollado permite el
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tratamiento de hasta 15 muestras simultaneamente, empleando ademas
tiempos de extraccion y desorcién muy bajos (1 min). En los métodos previos,
se requieren elevados tiempos de extraccion y desorcion, o solo se puede tratar
una muestra simultdneamente. Respecto a la masa de sorbente, en el presente
trabajo se emplean 0.5 mg, mientras que en trabajos previos se emplean 20 o
50 mg. En los trabajos basados en técnicas de microextraccion en fase liquida,
se requiere volumenes de entre 0.3 y 0.75 mL. En relacion con el disolvente de
desorcion, el método desarrollado solo requiere de 20 pL, mientras que en otros
trabajos basados en técnicas de microextraccion en fase solida son necesarios
volumenes de entre 0.4 y 1 mL para llevar a cabo la desorcion de los analitos.

El impacto ambiental de la etapa de preparacion de muestra se evalué y
comparé empleando la herramienta métrica AGREEprep [63] (Figura 5.8). De
este modo, se demostré que el método desarrollado basado en mSBSDME
presenta un menor impacto ambiental en comparacién con los métodos
previamente desarrollados. Las principales ventajas obtenidas a destacar son
los pocos residuos generados (criterio 4) y la baja cantidad de muestra requerida
(criterio 5). Los valores considerados para cada criterio se muestran en la Tabla
5.8.

G
% %%

MDSPE SBSDME AALLME

D ol o
. X Sl O

AALLME VA-DLLME mSBSDME

Figura 5.8. Evaluacion mediante AGREEprep de los métodos comparados.
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Asimismo, se empled la herramienta BAGI (Blue Applicability Grade Index) [70],
la cual evalua la practicidad de un método analitico. En este sentido, el método
desarrollado presenta valores ligeramente superiores en comparacién con los
métodos previos, obteniendo mejores puntuaciones en lo que se refiere al
numero de muestras tratadas simultaneamente y a la cantidad de muestra
requerida (Figura 5.9). Los valores considerados para cada criterio se muestran
en la Tabla 5.9.

A
VV

MDSPE

A
VV

AALLME VA-DLLME mSBSDME

Figura 5.9. Evaluacion mediante BAGI de los métodos comparados.
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5.4. Conclusiones

En este trabajo se ha desarrollado un método analitico basado en una técnica
de microextraccion dispersiva en fase sélida para la determinacion de los
bisfenoles mas comunes en suero y orina. Se ha realizado una enzimdlisis
empleando una mezcla enzimatica comercial de 3-glucuronidasa y arilsulfatasa
para la desconjugacion de los bisfenoles y la determinacion de su contenido
total. Posterior a la enzimdlisis, se ha empleado mSBSDME como técnica de
microextraccion dada su demostrada utilidad en el analisis de muestras de bajo
volumen y su capacidad para tratar hasta 15 muestras de forma simultanea.
Como sorbente en la etapa de microextraccion se han empleado nanoparticulas
magnéticas funcionalizadas con un COF compuesto de TPA y TAPA. Este
material presenta el magnetismo suficiente que requiere la mSBSDME vy se
consigue una buena interaccion con los analitos mediante interacciones tipo -
m, hidrofébicas y dipolo-dipolo. Se ha empleado LC-MS/MS como técnica
instrumental, obteniendo una buena sensibilidad y selectividad. El método se ha
validado en términos de linealidad, factores de preconcentracion, sensibilidad,
precision y exactitud y se ha aplicado al analisis de muestras de suero y orina
de mujeres para mostrar su aplicabilidad.
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Determinacién de biomarcadores de cancer de
vejiga empleando microextraccion dispersiva por
sorcion sobre barra agitadora miniaturizada en
plataforma de 96 posiciones

El contenido de este capitulo ha sido publicado en el articulo:

G. Peris-Pastor, C. Clemente-Pechuan, J.L. Benedé, A. Chisvert, A 96-position
sample preparation procedure based on miniaturized stir bar sorptive dispersive
microextraction for the determination of bladder cancer biomarkers in human
serum. Microchem. J. 217 (2025) 115058
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Capitulo 6

Resumen

En el campo del bioandlisis se requiere de metodologias con una elevada
productividad, ya que se precisa realizar el analisis de un gran niumero de
muestras diariamente y asi obtener los resultados en el menor tiempo posible y
poder actuar cuanto antes ante una posible patologia. En este sentido, una
excelente estrategia es el empleo de plataformas que permitan el tratamiento de
diversas muestras en paralelo. De este modo, en este trabajo se ha utilizado
una plataforma de 96 posiciones que permite llevar a cabo la microextraccion
dispersiva por sorcidn sobre barra agitadora miniaturizada (Miniaturized Stir Bar
Sorptive Dispersive Microextraction, mSBSDME) para la determinacion de dos
acilcarnitinas de cadena corta (isobutiril-L-carnitina (isoC4) y valeril-L-carnitina
(C5)) en muestras de suero, cuyos niveles pueden aportar informacioén sobre el
cancer de vejiga. Como material extractante se ha empleado un composite
magnético formado por nanoparticulas magnéticas incrustadas en un polimero
de intercambio catiénico fuerte (Strong Cation Exchange, SCX) (CoFe204-SCX).
Se ha empleado calibracion externa con isobutiril-L-carnitina deuterada (isoC4-
dg) como patrén surrogado. Utilizando condiciones de extraccion previamente
optimizadas se han obtenido buenos parametros analiticos para ambos analitos
en términos de limites de deteccion (0.1 y 0.3 ng mL-"), rendimientos de
extraccion (32 y 37 %) y precision (5-14 %). Se han calculado los coeficientes
de recuperacion relativa a dos niveles de concentracion obteniendo valores
entre 95 y 120 %, demostrando que el efecto matriz es despreciable. Para
demostrar la utilidad del método desarrollado se han analizado muestras de
cinco voluntarios, cuantificandose ambos analitos en todas ellas. Ademas, el
método se ha comparado con otros publicados previamente con la misma
finalidad, obteniendo mejoras significativas en términos de nimero de muestras
tratadas por unidad de tiempo. El bajo volumen de muestra y de reactivos
requerido, junto con el reducido tiempo que se requiere en el tratamiento de
muestra, hacen de este método una clara alternativa para los laboratorios
clinicos que requieren de metodologias con una elevada productividad.
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6.1. Introduccioén

La isobutiril-L-carnitina (isoC4) y la valeril-L-carnitina (C5) son acilcarnitinas de
cadena corta provenientes de la conjugacion de la carnitina con un acido graso.
Estas moléculas presentan un papel crucial en la produccién de energia y el
metabolismo de los acidos grasos. Concentraciones elevadas de estas
acilcarnitinas en el cuerpo humano indican un metabolismo aberrante de los
acidos grasos, que se asocia con células cancerosas. Se ha demostrado que
tanto la isoC4 como la C5 presentan una especificidad del 100 % como
biomarcadores de cancer de vejiga [199].

Para determinar los biomarcadores de manera efectiva, los laboratorios de
analisis clinico requieren de métodos analiticos capaces de realizar el
tratamiento de un elevado numero de muestras por unidad de tiempo para poder
asi obtener los resultados de forma rapida. En este sentido, se recomienda
evitar la etapa de tratamiento de muestra asi como etapas que presenten un
elevado consumo de tiempo, tal y como se especifica en los 12 principios de la
Green Analytical Chemistry (GAC) [200]. Sin embargo, las matrices biolégicas
son relativamente complejas debido a la presencia de un elevado nimero de
constituyentes tales como sales, proteinas o lipidos, entre otros, por lo que no
pueden inyectarse directamente en el instrumento analitico, requiriendo de una
etapa previa de limpieza.

Tradicionalmente, el test de la gota de sangre seca (Dried Blood Spot, DBS) se
ha empleado como etapa de pretratamiento de muestra para la determinacion
de la isoC4 y C5 en fluidos biolégicos [201-203]. Este test se basa en la
deposicion de una gota de sangre sobre un circulo en un papel especial,
dejandose secar durante un periodo de tiempo (aproximadamente varias horas).
A continuacion, se recorta dicho circulo de papel conteniendo la gota de sangre
y los analitos se eluyen sumergiéndolo en el correspondiente disolvente
(requiriéndose varias horas). Ademas, usualmente se precisan etapas
adicionales de derivatizacion y evaporacidon/reconstitucion, obteniendo
procedimientos lentos. Esto conlleva que solo se puedan tratar unas pocas
muestras por unidad de tiempo.

El desarrollo de métodos analiticos que presenten una elevada productividad es
de gran importancia y el empleo de técnicas de microextraccion puede ser una
excelente opcion [12]. En este sentido, se ha utilizado la microextraccion en fase
sélida (Solid-Phase Microextraction, SPME) para la determinacién de ambos
biomarcadores en orina [204] y tejidos [205,206]. Sin embargo, a pesar de que
se obtienen procedimientos mas rapidos que los que emplean DBS, los métodos
basados en SPME siguen requiriendo elevados tiempos de extraccion (entre 30
y 60 min) y desorcion (60 min). Para solventar este inconveniente, una opcion
interesante es el empleo de técnicas de microextraccion dispersivas, las cuales
reducen drasticamente los tiempos de extraccion y desorcidon en comparacion
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con las técnicas estaticas debido a que presentan cinéticas mas rapidas [207].
Sin embargo, aunque la etapa de extraccion propiamente dicha es rapida en las
técnicas dispersivas, estas usualmente requieren de etapas como la
centrifugacion, la cual consume un elevado tiempo. Como ya se ha comentado
anteriormente, esto se puede evitar empleando materiales magnéticos,
recolectandose el sorbente al finalizar la extraccidon debido a la aplicacion de un
campo magnético [208]. Ademas, también se puede conseguir una elevada
productividad realizando extracciones paralelas, como es el caso de las
plataformas basadas en placas de 96 pocillos [209-211]. En este sentido, la
combinacion sinérgica de una técnica de microextraccion dispersiva con un
material magnético llevandola a cabo en una plataforma de 96 posiciones puede
ser una excelente opcidon para desarrollar métodos con una elevada
productividad.

La extraccion de isoC4 y C5 en matrices acuosas, como el suero, es compleja
debido a su naturaleza moderadamente polar. Sin embargo, estos compuestos
presentan una amina cuaternaria en su estructura (Tabla 6.1), la cual se
encuentra siempre cargada positivamente. En este sentido, los
intercambiadores catidnicos, bien débiles (Weak Cation Exchange, WCX), de
modo mixto (Mix-mode Cation Exchange, MCX) o fuertes (Strong Cation
Exchange, SCX) pueden constituir una excelente opcion para llevar a cabo la
extraccion de la isoC4 y C5 de muestras de suero mediante interacciones
i6nicas.

Tabla 6.1. Estructura molecular y algunas propiedades relevantes de los
analitos.

Analitos Estructura molecular pK. logPow® My (g mol™)®

isoC4 o O 43 1.4 2313

c5 CH, 43 18 2453
H3C7N+/\/1LO-
CH3

@ Pow: Coeficiente de particion octanol-agua
® Mw: Masa molecular
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El objetivo de este trabajo es desarrollar un método analitico que permita tratar
un elevado numero de muestras por unidad de tiempo para la determinacion de
isoC4 y C5 en suero, que sea adecuado para los laboratorios de andlisis clinico.
Para ello, se pretende emplear la microextraccion dispersiva por sorcion sobre
barra agitadora miniaturizada (Miniaturized Stir Bar Sorptive Dispersive
Microextraction, nSBSDME) [81], la cual es compatible con bajos volumenes de
muestra. Esta técnica permite el tratamiento de hasta 96 muestras de forma
simultdnea empleando un soporte impreso en 3D [163] desarrollado por el grupo
de investigacion en el que se ha realizado esta Tesis Doctoral. Ademas, debido
a la combinacién de una técnica dispersiva y un material magnético, se espera
obtener tiempos de extraccién y desorcidon cortos, evitando etapas que
consuman un elevado tiempo como la centrifugacion. Como sorbente, se van a
estudiar diferentes intercambiadores, previendo una buena interaccion con los
analitos mediante interacciones iénicas con la amina cuaternaria presente en la
estructura de las acilcarnitinas. Ademas, como técnica instrumental se empleara
la cromatografia de liquidos acoplada a espectrometria de masas en tandem
(Liquid Chromatography-Tandem Mass Spectrometry, LC-MS/MS) para
asegurar una buena sensibilidad y selectividad.

6.2. Experimental
6.2.1. Reactivos

Como patrones se emplearon la isobutiril-L-carnitina (isoC4) (estandar analitico,
99.3 %) de MedChemExpress (Nueva Jersey, EE. UU.) y la valeril-L-carnitina
(C5) (estandar analitico, 99.9 %) de Sigma-Aldrich (Darmstadt, Alemania).
Como patrén surrogado se adquirid la isobutiril-L-carninita-(N,N,N.trimetil-do)
(isoC4-do) (estandar analitico, 99.9 %) de Sigma-Aldrich.

Para la sintesis del sorbente magnético se empleé FeCl3-6H20 y CoCl2:6H20
de Acros Organics (Geel, Bélgica), hidréxido de sodio (NaOH) de Scharlab
(Barcelona, Espafia) y polimero SCX obtenido de cartuchos de SPE Discovery®
DSC-SCX proporcionados por Supelco (Steinheim, Alemania).

Para realizar la comparacion entre los diferentes sorbentes de intercambio
cationico se adquirieron cartuchos de SPE Discovery® DSC-WCX de Supelco y
Oasis MCX de Waters (Milford, EE. UU.).

Como disolventes se emplearon etanol (EtOH) grado HPLC de PanReac
(Darmstad, Alemania), metanol (MeOH) grado LC-MS de Honeywell (Seelze,
Alemania), agua y acetonitrilo (ACN) grado LC-MS de PanReac y agua ultrapura
(resistividad =218.2 MQ cm) obtenida a través de un sistema de purificacion de
agua Adrona (Riga, Letonia).
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Se adquirieron acido férmico e hidréxido amoénico al 28 % (m/m) de Scharlab
(Barcelona, Espaia). Se empled nitrégeno como gas de nebulizacion en la
fuente MS/MS obtenido a través de un generador NiGen LC-MS 40-1 de Claind
S.r.l. (Lenno, ltalia), mientras que se empled nitrégeno extrapuro (> 99.999 %)
de Praxair (Madrid, Espafia) como gas de colision en la celda de colision del
MS/MS.

Para la preparacion del tampén fosfato salino (Phosphate-Buffered Saline, PBS)
se adquirieron cloruro de potasio (KCl) y dihidrogeno fosfato de sodio
(NaH2PO4-H20) de Panreac, cloruro de sodio (NaCl) de Fisher Chemical
(Loughborough, Reino Unido) e hidrogeno fosfato de disodio (Na2zHPO4-12H20)
de Scharlab (Barcelona, Esparia).

6.2.2. Instrumentacion

Para llevar a cabo la mSBSDME se emple6é un agitador magnético de 96
posiciones MIXdrive96 MTP y un controlador MIXcontrol MTP, ambos de 2MAG
(Munich, Alemania), un soporte impreso en 3D disefiado a medida con el
software AutoCAD (San Francisco, EE. UU.) e impreso por Imprimarkers (La
Pobla de Vallbona, Espafia) (Figura 6.1). Ademas, se adquirieron insertos de
base plana con una capacidad de 400 uL (31 mm de altura y 4 mm de diametro
interno) de Labbox (Barcelona, Espafa) e imanes cilindricos de NdFeB (3 mm
de longitud y 2 mm de diametro) de Supermagnete (Gottmadingen, Alemania).

Figura 6.1. Dispositivo multiextraccion de 96 posiciones empleado para llevar a
cabo la mSBSDME.

Para la preparacion de PBS se utilizé un medidor de pH Basic 20 de Crison
(Alella, Espafia).

Para la centrifugacion de sangre y obtencién de suero se empled una centrifuga
EBA 21 de Hettich (Tuttlingen, Alemania).
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Para observar la morfologia del material sintetizado se utilizé un equipo de
microscopia electrénica de barrido (Scanning Electron Microscope, SEM)
HITACHI S4800 a 10 kV equipado con un detector de electrones
retrodispersados RX Bruker.

Se empled un dispositivo de interferencia cuantica de superconduccion
(Superconducting Quantum Interference Device, SQUID) Quantum Design
MPMS-XL-5 para la medida de las propiedades magnéticas del material
sintetizado.

Para la medida de la isoterma de adsorcion-desorcion en nitrégeno y el area
superficial especifica se utilizé un analizador ASAP 2010 de Micrometrics.

Se empled un sistema de cromatografia de liquidos Agilent Technologies 1100
Series equipado con un desgasificador, una bomba cuaternaria, un inyector
automatico y un horno con una columna Zorbax SB-C1s (50 mm de longitud, 2.1
mm de diametro interno y 1.8 ym de tamafo de particula), acoplado a un
detector Agilent 6410B Triple Quad MS/MS.

6.2.3. Toma de muestra y pretratamiento

Se obtuvieron muestras de suero de cinco voluntarios a través de la extraccion
de sangre en tubos no heparinizados por parte de personal sanitario
especializado, los cuales se dejaron en reposo durante 10 min. A continuacion,
se centrifugaron a 5000 rpm durante 10 min y los sobrenadantes se
almacenaron a -20 °C hasta el momento del analisis (Figura 6.2). Cada
voluntario dio su consentimiento por escrito para la participacion en este estudio,
siguiendo las directrices éticas de la Declaracion de Helsinki y siendo aprobado
por el Comité de Etica de Investigaciéon en Humanos (CEIH) de la Universidad
de Valencia.

Centrifugar Descongelar 0.1 mL suero
»> » mSBSDME
5000 rpm
10 min
10 min Almacenar el
reposo sobrenadante
a-20°C

Figura 6.2. Tratamiento de la muestra previo a la mSBSDME.
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6.2.4. Preparacion de tampon fosfato salino

Se empleé PBS a pH 7.4 como suero sintético, preparandose de acuerdo a un
protocolo modificado [191]. Para ello, se prepard una disolucién en agua
ultrapura conteniendo NaCl (8.00 g L"), KCI (0.20 g L"), KH2PO4 (0.24 g L) y
Na2HPO4-12H20 (1.44 g L), ajustando el pH a 7.4.

6.2.5. Preparacion de disoluciones patrén

Se prepararon disoluciones patrén individuales de 1000 ug mL-" (isoC4) y 5000
pug mL-' (C5) en agua ultrapura. A continuacion, se prepard una disolucién patrén
multicomponente de 10 yg mL-' en agua ultrapura a partir de las disoluciones
individuales. Todas las disoluciones mencionadas anteriormente se
mantuvieron a -20 °C. En cada sesion de trabajo se prepardé una disolucion
patrén multicomponente de 1000 ng mL-* en PBS. Finalmente, a partir de esta
disolucién, para imitar el contenido en sales presente en el suero y evitar un
posible efecto matriz, la curva de calibrado se preparé en PBS conteniendo entre
1y 100 ng mL-" de cada analito.

Se preparé una disolucién patrén individual de isoC4-de en agua ultrapura
conteniendo 1000 ug mL'. Seguidamente, se preparé una disolucion patrén
intermedia conteniendo 1000 ng mL-' en agua ultrapura. En cada sesion de
trabajo se preparé una disolucion de 25 ng mL-" en agua ultrapura conteniendo
0.1 % de acido formico.

6.2.6. Sintesis de CoFe;04,-SCX

En primer lugar se realiz6 la sintesis de MNPs de CoFe204 mediante un proceso
de coprecipitaciéon en medio basico empleando un procedimiento adaptado
[155]. Para ello, se mezclaron 100 mL de una disolucion acuosa 0.4 M de
FeCl3-:6H20 y 100 mL de una disolucion acuosa 0.2 M de CoClz-6H20.
Seguidamente, se afiadieron 100 mL de NaOH 3 M gota a gota calentando a 80
°C durante 1 h mientras la disolucion se agité magnéticamente. A continuacion,
la disolucidn se dejo enfriar a temperatura ambiente y las MNPs obtenidas se
lavaron con agua ultrapura y EtOH, dejandose secar a 80 °C durante toda la
noche.

En segundo lugar, para la obtencién del sorbente magnético (CoFe204-SCX),
se pesaron 0.15 g de CoFe204 MNPs y 0.15 g de SCX. A continuacién, se
anadieron 50 mL de EtOH y la suspensién se mantuvo en agitacion 24 h.
Finalmente, el material obtenido se decantd, se lavé con EtOH y se secé en
estufa a 80 °C, molturandose para obtener un polvo fino.
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La sintesis de CoFe204-MCX y CoFe204-WCX, utilizados en el estudio
comparativo, se realizé del mismo modo que la descrita para el CoFe204-SCX.

6.2.7. Procedimiento de microextraccion

Se pesaron 0.5 mg de CoFe204-SCX en cada uno de los 96 insertos de vidrio
de base plana que se situaron en el dispositivo de extraccién de 96 posiciones,
a los que se afiadi®é un iman de neodimio. A continuacién, se realizé el
acondicionamiento del material, afiadiéndose 200 pL de EtOH, agitando durante
30 s y posteriormente descartandolos. Para llevar a cabo la extraccion de los
analitos se afiadieron 100 pL de muestra o disolucion patrén y 100 pL de la
disolucion de patron surrogado (25 ng mL"), agitando durante 1 min. A
continuacion, el material magnético se deposité en la superficie del iman y se
descartd la fase dadora. Para llevar a cabo la desorcion de los analitos se
afadieron 40 pL de una mezcla MeOH:H20 (tampdn amonio 0.1 M, pH 9) (15:85,
v/v), dispersando el sorbente durante 1 min. Finalmente, el extracto se transfirid
a un inserto coénico situado en el interior de un vial de cromatografia para su
analisis mediante LC-MS/MS. En la Figura 6.3 se muestra un esquema del
método propuesto.

1 1
1 1
1 \ 1
! 1 1 1 !
' 1 ] ] ' . =1
\ 1 1 1 | |
\ 1 1 1 | |
\ 1 1 1 | |
1 1 1
1 ! 1
Pl S — — +—> / > LC-MS/MS
! 1 1 1 ! 1™
' 1 1 1 X i . V
1 1 1 -
: 1 0.5 mg CoFe,0,-SCX : De‘scanz_ilr la 1 40 HL MeOH:HZO : :
| : (previamente acondicionado) | disolucion : (tampon amonio 0.1 M : |
' 1 100 pL de patrén o muestra 1 1 pH 9) (15:85) | '
| 1+ 100 pL de patron surrogado ! ' 1 min de agitacion |
1 " 1 min de agitacién | h ! 1
b I L . '
e
1 Extraccion Desorcién 1
1

Figura 6.3. Esquema del método propuesto.
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6.2.8. Condiciones LC-MS/MS

- Columna: Zorbax SB-Cis (50 mm longitud, 2.1 mm de didmetro interno y 1.8
pum de tamafio de particula)

- Volumen de inyeccion: 10 uL
- Temperatura de la columna: 25 °C

- Fase movil: MeOH:agua (ambos con 0.1 % de acido férmico) (15:85, v/v)
(isocratico)

- Caudal: 0.2 mL min-!

- Duracién del cromatograma: 6 min

- Modo ionizacion MS/MS: ESI+

- Voltaje: 4500 V (ESI+)

- Temperatura del gas de nebulizacion: 340 °C
- Flujo del gas de nebulizacion: 12 L min-"

- Presion del nebulizador: 40 psi

En la Tabla 6.2 se muestran las transiciones empleadas para la medida
instrumental de los compuestos de interés.

Tabla 6.2. Relaciones masa/carga (m/z) de los iones precursores y producto,
energias de colision y fragmentador para la isoC4, C5 e isoC4-ds.

Analito lon precursor lon producto Energia de Fragmentador

(m/z) (m/z)? colision (V) V)
85 22

isoC4 232 114
173 10
85 22

C5 246 114
187 10

isoC4-do 241 85 22 114

aEn negrita se resaltan las m/z empleadas para la cuantificacion

En la Figura 6.4 se muestran los cromatogramas obtenidos para ambos
analitos, asi como el patron surrogado al aplicar el método a una disolucion
patron de 50 ng mL-' preparada en PBS.
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100 - .
isoC4
80 A
60 A
40 -

20

100
80 - Cc5
60 1
40 -
20

Senal relativa (%)

100 -
isoC4-d,
80

60
40

20 A

0 1 2 3 4 5 6
Tiempo (min)

Figura 6.4. Cromatograma obtenido para una disolucién patrén conteniendo 50
ng mL" de los analitos en PBS tras aplicar el método basado en mSBSDME vy
su posterior analisis mediante LC-MS/MS.

6.3. Resultados y discusion
6.3.1. Seleccion y rendimiento del sorbente empleado

Los analitos son compuestos moderadamente polares que contienen una amina
cuaternaria en su estructura que esta permanentemente cargada de forma
positiva. Ademas, también presentan un acido carboxilico, de modo que a pH
relativamente acido los analitos presentan carga positiva mientras que a pH
neutro y basico adoptan una forma zwitteridénica. En este sentido, se planted la
hipétesis de que un intercambiador catidnico podria extraer los analitos
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mediante interacciones electrostaticas. Por ello, se probaron como posibles
sorbentes el CoFe204-SCX, CoFe204-MCX y CoFe204-WCX para llevar a cabo
la extraccion de una disolucién patrén conteniendo 50 ng mL-' empleando
mSBSDME (sin optimizar). La presencia de grupos ionizables en los analitos
(amina cuaternaria y acido carboxilico (pKa=4.3)) y en los materiales (acido
sulfénico (pKa<1) en SCX y MCX y acido carboxilico (pKa=5) en WCX) hace que
la eficacia de extraccién de los materiales dependa del pH. Por este motivo, se
ensayaron condiciones de pH acido o basico en las etapas de extraccion y
desorcion para cada uno de los materiales teniendo en cuenta las interacciones
que se podian establecer con los analitos. En el caso de CoFe204-MCX y
CoFe204-SCX, en la etapa de extraccion se seleccioné un pH acido (2.5) ya que
el material presenta carga negativa debido al grupo sulfonato, mientras que los
analitos estan cargados positivamente debido a la amina cuaternaria. Respecto
a la etapa de desorcion, se prefirio6 un pH basico (9) ya que el material
permanece con carga negativa mientras que los analitos estan presentes en
forma zwitteriéonica debido a la desprotonacién del acido carboxilico. Para el
CoFe204-WCX, en la etapa de extraccion se seleccioné pH basico (9) ya que
los analitos se encuentran en la forma zwitteridnica y el material se encuentra
cargado negativamente debido a que el acido carboxilico esta desprotonado.
Respecto a la desorcion, se empled un pH acido (2.5) donde los analitos se
encuentran cargados positivamente y el material se encuentra neutro. Los
resultados experimentales combinando las etapas de extraccién y desorcién se
muestran en la Figura 6.5, empleando el area de pico como respuesta analitica.

127 misoC4 =C5

1.0 A

Area relativa
o o
D [o°]
, :

o
IS
.

02 I I
0.0
CoFe,0,-MCX CoFe,0,-SCX CoFe,0,-WCX

Figura 6.5. Comparacion del rendimiento total de diferentes intercambiadores
cationicos en la etapa de extraccion.

La mayor eficacia de extraccion global se obtuvo con CoFe20s-SCX. Esto se
puede deber a que se establecen interacciones mas fuertes en la etapa de
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extraccion en comparacion con CoFe204-MCX y CoFe204-WCX. A pesar de que
el mecanismo de interaccion de CoFe204-SCX es el mismo que el de CoFe204-
MCX, el intercambiador fuerte presenta una mayor densidad de carga negativa.
Respecto al CoFe204+-WCX, su interaccion con los analitos es mas débil en
comparacion con el CoFe204-SCX ya que el grupo carboxilo de los analitos se
encuentra desprotonado, adquiriendo una forma zwitteriénica con una menor
afinidad por el sorbente.

Respecto a la etapa de desorcion, el mecanismo para el CoFe204-SCX y
CoFe204-MCX es idéntico, obteniendo una eficacia de desorcién similar. En el
caso de CoFe204-WCX, la eficacia de desorcion se predispone superior a la de
CoFe204-SCX, debido a las interacciones mas débiles con los analitos a pH
acido cuando el material se encuentra neutro, permitiendo una mejor desorcion.
Sin embargo, esta eficacia de desorcion mas elevada no compensa la menor
eficacia de extraccion. Finalmente, se escogié CoFe204-SCX ya que presenté
los mejores resultados basandose unicamente en el mecanismo iénico, el cual
es muy predecible y facilmente ajustable mediante la modificacion del pH.

Para asegurar que la extraccion de los analitos se lleva a cabo principalmente
por el material sorbente sintetizado y no por las MNPs, se realizd la extraccidon
de una disoluciéon patrén conteniendo 25 ng mL"' de los analitos en PBS
empleando CoFe204 y CoFe204-SCX. Como se puede observar en la Figura
6.6, se demostré que la extraccidon de los analitos se lleva a cabo
mayoritariamente debido a la interaccion entre estos y el SCX. En este sentido,
las MNPs de CoFe204 principalmente confieren el magnetismo necesario al
material para llevar a cabo la mSBSDME.

12 1 misoC4 =C5
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Figura 6.6. Comparacion de la eficacia de extraccion entre MNPs de CoFe204
y el material sorbente CoFe204-SCX sintetizado.
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Ademas, para asegurar que la sintesis de CoFe204-SCX es reproducible, se
sintetizaron tres lotes distintos. A continuacion, cada lote se empled para realizar
la extraccién de un patron de 25 ng mL-! preparado en PBS. Como se puede
observar en la Figura 6.7, la seial instrumental (area de pico) obtenida para
todos los lotes es similar entre ellos, demostrando que la sintesis del material
sorbente es reproducible.

1.2 1 misoC4 uC5

1.0 1 :|: = "
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Lote 1 Lote 2 Lote 3

Figura 6.7. Comparacion de la eficacia de extraccion entre diferentes lotes de
sintesis del material magnético.

6.3.2. Caracterizacion de CoFe-04+SCX

Se emplearon diferentes técnicas para la caracterizacion del material
sintetizado. De esta forma, se estudié la morfologia, la saturacién magnética
(Ms) y la capacidad de adsorcion.

La morfologia del CoFe204-SCX se estudié y comparo con la de las MNPs de
CoFe204 empleando SEM. Como se pude observar en la Figura 6.8a, la
superficie del polimero SCX es totalmente lisa. En la Figura 6.8b se observa
que las particulas esféricas de CoFe20s4 se encuentran incrustadas en la
superficie del polimero SCX.
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a) b)

Figura 6.8. Imagenes tomadas mediante SEM de a) polimero SCX y b)
CoFe204-SCX.

Respecto a las propiedades magnéticas (Figura 6.9a), se obtuvo un valor de
Ms de 32 emu g para el CoFe20s-SCX y de 66 emu g para las MNPs de
CoFe204. La disminucion en el valor de Ms se debe a la menor proporcion de
MNPs en el material sorbente. Sin embargo, este valor es suficiente para
conseguir recuperar el material magnético después de su dispersion durante el
procedimiento de mSBSDME.

Se obtuvieron las isotermas de adsorcién-desorcién en nitrogeno para el
material sintetizado (Figura 6.9b). Se observé una isoterma tipo 1Va, indicando
que el material presenta mesoporos y que el comportamiento de la adsorcion
esta determinado por las interacciones entre el adsorbente y el adsorbido, asi
como por las interacciones entre las moléculas en estado condensado. Se
obtuvo una histéresis de tipo H2, indicando un bloqueo de los poros [159]. Se
observé un tamafio de poro medio de 7.8 nm y una area superficial de Brunauer-
Emmett-Teller (BET) de 233 m2 g-'.

a) 100 - b)
— CoFe,0, 16 -
CoFe,0,-SCX 50 4 14 —e—Adsorcion Desorcién
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Figura 6.9. a) Curva de magnetizacion de CoFe20s y CoFe204-SCX y b)
isoterma de adsorcion-desorcion de CoFe204-SCX.
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6.3.3. Estudio de la dilucién de la muestra

Con la finalidad de estudiar el efecto matriz en el procedimiento de extraccion y
asi obtener la mayor sensibilidad posible sin comprometer la exactitud, se
realizé un estudio de la dilucién de la muestra. De este modo, se prevé que
diluciones elevadas reduzcan la posibilidad de experimentar efecto matriz, sin
embargo, se consiguen menores factores de preconcentraciéon (EF) y por tanto
la sensibilidad. Por el contrario, no diluir la muestra resulta beneficioso en
términos de EFs maximos que se pueden obtener, pero la posibilidad de
experimentar efecto matriz es superior. Por ello, se estudiaron diferentes
proporciones de PBS y agua ultrapura (conteniendo 0.1 % de acido formico)
(1:3, 1:1 y 3:1 (v/v)) y PBS sin diluir como fases dadoras en el proceso de
extraccion. Todas las disoluciones se prepararon a partir de una disolucion
patron de 50 ng mL' en PBS diluyéndola en la proporcién correspondiente,
obteniendo concentraciones de 12.5, 25 y 37.5 ng mL"" para las diluciones 1:3,
1:1y 3:1 (v/v), respectivamente.

Como se muestra en la Figura 6.10, los mejores resultados se obtuvieron
empleando la dilucién 1:1 (v/v). En este sentido, menores diluciones (3:1 (v/v) y
PBS sin diluir) presentaban un elevado contenido en sales, afectando
negativamente a la extraccion de los analitos. Respecto a la dilucién 1:3 (v/v),
los beneficios aportados por la disminucion de la fuerza iénica no compensaban
la elevada dilucion de los analitos. Por tanto, se seleccioné la dilucién 1:1 (v/v)
como optima.
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Figura 6.10. Estudio de la dilucion de la muestra.
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6.3.4. Optimizacion de las variables de extraccion y desorcion
6.3.4.1. Cribado de las variables

Con la finalidad de obtener la mayor sensibilidad posible se estudiaron
diferentes variables de extraccion y desorcidon que podian afectar al rendimiento
de mSBSDME. Las variables estudiadas y sus rangos fueron las siguientes:
masa de sorbente (0.5-2.0 mg), tiempo de extraccion y desorcién (1-5 min),
concentraciéon de acido formico en la fase dadora (0.1-1.0 %) y volumen de
desorcién (20-40 pL). Como masa minima de sorbente se seleccionaron 0.5 mg,
ya que masas inferiores comprometen la exactitud en la pesada, y como masa
maxima 2 mg, ya que valores superiores generalmente implican volumenes de
desorcion elevados, disminuyendo los EFs maximos tedricos y, en algunos
casos, requiriendo de etapas adicionales como evaporacién y reconstitucion.
Respecto a los tiempos de extraccidon y desorcion, se eligieron valores tipicos
empleados en mSBSDME (1-5 min). En cuanto a la concentraciéon de acido
férmico en la fase dadora, se seleccion6 0.1 % como valor minimo para asegurar
un pH inferior a 5y 1 % como méaximo ya que concentraciones mas elevadas no
proporcionan valores de pH significativamente inferiores. El valor minimo para
el disolvente de desorcion se establecié en 20 pyL para asegurar la correcta
dispersion del sorbente, mientras que se seleccionaron 40 yL como valor
maximo para evitar una excesiva disminucién de los EF maximos tedricos.

Se llevé a cabo un disefio Plackett-Burman, evaluando el impacto de las
variables seleccionadas en la respuesta analitica (area de pico), requiriendo un
pequefio numero de experimentos (Tabla 6.3) debido a que la interaccion entre
variables se omite [160]. Para el analisis estadistico se emple6 el software
Minitab 19 (Minitab LLC, EE. UU.). Todos los experimentos se llevaron a cabo
empleando 100 uL de una disolucién patrén de 50 ng mL-" de los analitos
preparada en PBS, diluyéndola con 100 puL de agua ultrapura conteniendo la
correspondiente concentracion de acido férmico. La desorcidn se realizd
empleando una mezcla de MeOH:H20 (tampdn amonio 0.1 M, pH 9) (15:85, v/v)
ya que esta proporcién era la misma que la empleada para la fase movil,
evitando asi un desdoblamiento de los picos cromatograficos y, por tanto,
evaporar y reconstituir.

192



Capitulo 6

Tabla 6.3. Disefio Plackett-Burman para el cribado de las variables implicadas
en la extraccion y desorcion.

Concentracion

Masa de Tiempo de . P Tiempo de Volumen de
sorbente (mg) extraccion (min) de amd? férmico desorcion (min) desorcion (pL)
Etapa (%)
D2 (o D Cc D [ D [ D Cc
1 2.0 1 1 -1 1.0 1 1 -1 20 -1
2 0.5 -1 5 1 1.0 1 5 1 20 -1
3 0.5 -1 1 -1 1.0 1 5 1 40 1
4 2.0 1 5 1 1.0 1 1 -1 20 -1
5 2.0 1 5 1 0.1 -1 5 1 40 1
6 0.5 -1 1 -1 0.1 -1 1 -1 40 1
7 0.5 -1 5 1 0.1 -1 1 -1 20 -1
8 2.0 1 1 -1 1.0 1 5 1 40 1
9 2.0 1 5 1 0.1 -1 5 1 40 1
10 0.5 -1 1 -1 0.1 -1 5 1 40 1
11 0.5 -1 5 1 1.0 1 1 -1 20 -1
12 2.0 1 1 -1 0.1 -1 1 -1 20 -1

a\/alores descodificados
bValores codificados

Se realizé un andlisis de varianza (ANOVA) para evaluar los resultados y se
emplearon lo graficos de Pareto para representar los efectos principales. La
influencia de cada variable se mide mediante el tamafio de cada barra en el
grafico y la linea vertical representa el intervalo de confianza del 95%. Por ello,
cuando un efecto principal tiene una influencia significativa (positiva o negativa)
la barra excede la linea vertical. Como se puede observar en la Figura 6.11, |la
masa de sorbente y la concentracion de acido férmico eran variables
significativas para ambos analitos. Respecto al volumen de desorcion, este no
era significativo para la isoC4, pero si lo era para la C5. Por ello, estas tres
variables se seleccionaron para llevar a cabo una optimizacion multivariante. En
cuanto a las variables no significativas, se seleccionaron los valores minimos (1
min) tanto para el tiempo de extraccion como el de desorcién, con la finalidad
de reducir el consumo de tiempo y obtener un método que pueda tratar el mayor
numero de muestras posibles por unidad de tiempo.
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Grafico de Pareto de los efectos estandarizados
(respuesta de isoC4; a=0.05)

Término 2.4;47
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Efecto estandarizado

Grafico de Pareto de los efectos estandarizados
(respuesta de C5; a=0.05)
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Figura 6.11. Gréficos de Pareto obtenidos en el disefio de Plackett-Burman para
a) isoC4 y b) C5. A: masa de sorbente (mg); B: tiempo de extraccion (min); C:
concentraciéon de acido formico (%); D: tiempo de desorciéon (min); E: volumen
de desorcion (yL).

6.3.4.2. Optimizacion de las variables significativas

Se empled una optimizacion multivariante basada en una metodologia de
superficie de respuesta (Response Surface Methodology, RSM) [161] para
optimizar las variables significativas para la mSBSDME. Se utilizé un disefio de
Box-Behnken (Anexo I) de tres factores y tres niveles. Los rangos estudiados
para cada variable fueron los mismos que los seleccionados en el cribado
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(Seccion 6.3.4.1). Todos los experimentos se llevaron a cabo empleando 100
pL de un patron de 50 ng mL-" preparado en PBS diluido con 100 uL de agua
ultrapura conteniendo la concentracion correspondiente de &cido férmico,
agitando durante 1 min. Para llevar a cabo la desorcion de los analitos se empled
una mezcla de MeOH:H20 (tampdn amonio, pH 9) (15:85, v/v). Se seleccion? el
area de pico como respuesta analitica, empleando el software Statgraphics
Centurion XVI (Virginia, EE. UU.) para llevar a cabo el analisis estadistico. Se
requirieron en total 15 experimentos, incluyéndose un triplicado del punto
central. Los valores para cada variable en cada experimento se muestran en la
Tabla 6.4.

Tabla 6.4. Disefio Box-Behnken para la optimizacion multivariante de las
variables significativas del procedimiento de extraccion.

Concentracion de acido Volumen de desorcion
Masa de sorbente (mg)

Etapa férmico (%) (uL)

D2 ck D Cc D Cc
1 0.5 -1 0.1 -1 30 0
2 2 1 0.1 -1 30 0
3 0.5 -1 1 1 30 0
4 2 1 1 1 30 0
5 0.5 -1 0.55 0 20 -1
6 2 1 0.55 0 20 -1
7 0.5 -1 0.55 0 40 1
8 2 1 0.55 0 40 1
9 1.25 0 0.1 -1 20 -1
10 1.25 0 1 1 20 -1
11 1.25 0 0.1 -1 40 1
12 1.25 0 1 1 40 1
13 1.25 0 0.55 0 30 0
14 1.25 0 0.55 0 30 0
15 1.25 0 0.55 0 30 0

aV\/alores descodificados
bValores codificados
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La adecuacion del modelo se evalué mediante el coeficiente de determinacion
(R?), obteniéndose valores superiores a 0.94 para ambos analitos. Este valor
indica que el modelo disefiado es eficiente para la prediccién de las respuestas.
En la Figura 6.12 se muestran las superficies de respuesta en funcién de la
deseabilidad. Como se puede observar, masas de sorbente de entre 0.5y 1.4
mg presentaron elevados valores de deseabilidad. Por ello, con la finalidad de
reducir el consumo de sorbente se selecciond 0.5 mg como valor 6ptimo.
Respecto al volumen de desorcion, un valor de 40 pyL proporciond el mejor
resultado, por lo que se eligié este valor. Esto se puede deber a la mejor
dispersion del material en la fase aceptora. En el caso de la concentracion de
acido férmico en la fase dadora, el valor mas bajo del rango (0.1 %) fue el que
proporcion6 unos mejores resultados, por lo que este valor se seleccion6 como
Optimo.

a) Deseabilidad
mmm 0.0
0.1
1€ e 0.2
0.3
0.8 o 04
® = 0.5
2 06 8“7‘
Qo .
T 04f 0.8
3 o . mmm 0.9
a 02 , = 1.0
0 : ‘\; 40
0
0.2 0.4 06 S . il 28 -
Concentracion de acido féormico (%) Yolumen cecasorcion (i)
Deseabilidad
b) mmm 0.0
= 0.1
1 mmm 0.2
B 0.3
F & 0.4
o 08f - 0.5
., r
° r 0.6
= 06F 07
) F %
S 046 0.8
] [ = 0.9
a 0.2F - 1.0
ok 40

28
Volumen de desorcion (pL)

. 11 1.4 17 s 20

Masa de sorbente (mg)

Figura 6.12. Superficie de respuesta de la funcidn de deseabilidad
representando la relacion entre a) concentracion de acido féormico y volumen de
desorcién y b) masa de sorbente y volumen de desorcion.
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6.3.4.3. Optimizacién del disolvente de desorcion

Para la optimizacién del disolvente de desorcién se empled un disefio Simplex-
Centroid [147] (Anexo |). Este modelo representa el triangulo de todas las
mezclas posibles de tres componentes para encontrar el valor éptimo. Los
disolventes puros se representan en los vértices del triangulo y las mezclas en
los puntos intermedios. Se estudiaron como disolventes de desorcién el MeOH,
ACN y agua (tampon amonio 0.1 M, pH 9), empleando el software Statgraphics
para el analisis estadistico. Las fracciones de las mezclas de los componentes
se expresaron como valores entre 0 y 1. Se requirieron 7 experimentos, y los
valores de cada disolvente en cada uno de ellos se encuentran en la Tabla 6.5.
Como respuesta analitica se empled el area de pico, y como condiciones de
extraccion las seleccionadas en el cribado (Seccién 6.3.4.1) y la optimizacion
previa (Seccion 6.3.4.2). Todos los experimentos se llevaron a cabo en 100 pL
de una disolucion patron de 50 ng mL-" preparada en PBS y diluida con 100 uL
de agua conteniendo acido férmico al 0.1 %.

Tabla 6.5. Disefio Simplex-Centroid para la optimizacién del disolvente de
desorcion.

Etapa MeOH ACN Agua (tampén amonio 0.1 M, pH 9)
1 1 0 0
2 0 1 0
3 0 0 1
4 1/2 1/2 0
5 1/2 0 1/2
6 0 12 1/2
7 1/3 1/3 173

La adecuacion del modelo se evalué mediante el R2, obteniéndose un valor
superior a 0.95 para ambos analitos. Este valor indica que el modelo disenado
es eficiente para la prediccion de las respuestas. Como se muestra en la Figura
6.13, porcentajes elevados de agua junto con porcentajes bajos de MeOH
proporcionaron los mejores resultados. Por ello, se selecciond la mezcla
MeOH:H20 (tampdn amonio 0.1 M, pH 9) (15:85, v/v) como valor éptimo ya que
era la misma proporcion que la fase movil, evitando cualquier tipo de
desdoblamiento o largas colas de los picos cromatograficos y, por tanto, también
etapas de evaporacion y reconstitucion.
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MeOH
Deseabilidad

= 0.0
s 0.1
0.2
0.3
0.4
0.5
0.6
0.7
0.8
s 0.9
i 1.0

ACN H,O (tampén amonio 0.1M, pH 9)

Figura 6.13. Representacion grafica del disefio Simplex-Centroid empleado
para la optimizacién del disolvente de desorcion.

6.3.5. Caracteristicas analiticas del método

Se estudiaron diferentes parametros tales como la linealidad, limites de
deteccion (Limit of Detection, LOD) y cuantificacion (Limit of Quantification,
LOQ), precision y exactitud empleando las condiciones optimizadas
previamente para validar el método analitico (Tabla 6.6) de acuerdo con la guia
harmonizada ICH [149]. Ademas, se calcularon los rendimientos de extraccion
(Extraction Efficiency, EE) con la finalidad de obtener informacién adicional
acerca de las caracteristicas del método.

Para determinar la linealidad, se aplicé el método a disoluciones patron
preparadas en PBS conteniendo diferentes concentraciones de analitos y
empleando isoC4-de como patron surrogado. Como sefial analitica se utilizé la
relacién del area de los analitos y del patrén surrogado. Se determind que la
linealidad se extendia hasta, al menos, 100 ng mL-', obteniéndose coeficientes
de determinacién superiores a 0.998.

El EE del método se calculd de acuerdo con la Ecuacion 6.1:

m CeV,; AsV
EE (%)=ﬁ~100:#«100xﬁ~100 (Ec. 6.1)
Donde mr es la masa final del analito en el extracto, mi es la masa inicial del
analito en la fase dadora (es decir, en la muestra), Ct es la concentracion final
del analito en el extracto, Vi es el volumen del extracto (40 pL), Ci es la
concentracion inicial de los analitos en la fase dadora y Vi es el volumen de la
fase dadora (100 pL). Ar es el area de pico obtenida para el extracto y Ai es el
area de pico de la fase dadora, considerando la relacion directa entre la
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concentracion de los analitos con el area de pico instrumental. Se obtuvieron
valores de 37 % para la isoC4 y 32 % para la C5.

Los LOD y LOQ se calcularon como 3 y 10 veces, respectivamente, la relacion
sefal ruido de una disolucién patron de 1 ng mL-! preparada en PBS a la cual
se le aplico el método propuesto. Se obtuvieron valores de LOD y LOQ de entre
0.1y 0.3ng mL"'yentre 0.4y 1.0 ng mL"", respectivamente para la isoC4 y C5.

La precision del método propuesto se estudié en una misma sesion de trabajo
(intra-dia) y en diferentes sesiones consecutivas (inter-dia). Con esta finalidad,
se aplicé el método a cinco réplicas independientes de disoluciones patron
multicomponentes preparadas en PBS a tres niveles de concentracion (1, 25y
50 ng mL') empleando isoC4-ds como patrén surrogado. Como se puede
observar en la Tabla 6.6, los valores obtenidos se encontraban entre 5y 12 %
para laisoC4 y entre 8 y 14 % para la C5.

Tabla 6.6. Caracteristicas analiticas del método propuesto para la
determinacion de isoC4 y C5 en suero.

Precisién (RSD, %)

E LoD LoQ Intra-dia Inter-dia
Analito %) LA L
° ng mL- ng mL~
(hgml7) —(ngmth 25 50 1 25 50
ngmL?' ngmL' ngmL? ngmL?' ngmL?' ngmL"
isoC4 37 0.1 0.4 10 5 12 7 9 8
C5 32 0.3 1.0 8 9 12 14 9 10

6.3.6. Estudio del efecto matriz

Para evaluar la exactitud del método y descartar la presencia de efecto matriz,
se fortificé una mezcla de sueros de diferentes voluntarios a dos niveles de
concentracion (5 y 25 ng mL") y se aplicé el método basado en mSBSDME. A
continuacion, se calcularon los coeficientes de recuperacion relativa, obteniendo
valores entre 95y 120 % para la isoC4 y entre 110 y 120 % para la C5 (Tabla
6.7), demostrando que el efecto matriz era despreciable. Por ello, se empled
calibracion externa para la determinacién de estas acilcarnitinas de cadena
corta en muestras de suero empleando isoC4-ds como patréon surrogado, el cual
permitia corregir posibles desviaciones tanto en la etapa de medida como
durante todo el proceso de extraccion.
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Tabla 6.7. Coeficientes de recuperacion relativa obtenidos para una mezcla de
sueros de diferentes voluntarios aplicando el método propuesto.

Coeficientes de recuperacién

Encontrado (ng mL™") relativa (%)

Anadido (ng mL™")

isoC4 C5 isoC4 C5
0 54 +2 49 +1 - -
5 59+ 2 556+2 95+5 120 £ 10
25 84+3 76 +£2 120+ 8 11017

6.3.7. Analisis de muestras

Para demostrar la aplicabilidad del método se analizaron muestras de cinco
voluntarios. Como se muestra en Tabla 6.8, los valores obtenidos se
encontraban entre 24 y 54 ng mL™" para isoC4 y entre 39 y 64 ng mL-! para C5.
De este modo, se demostroé la adecuacion del método para la determinacion de
las acilcarnitinas de cadena corta isoC4 y C5 en suero. Por ello, seria de elevado
interés realizar el andlisis de un mayor numero de muestras tanto de voluntarios
sanos como de personas que padecen cancer de vejiga con la finalidad de
obtener valores limite para el diagndstico de esta enfermedad.

Tabla 6.8. Resultados obtenidos aplicando el método basado en mSBSDME a
muestras de suero de diferentes personas voluntarias.

Concentraciéon (ng mL"")

Persona
voluntaria isoC4 c5
1 48 +2 50+2
2 36+2 55+2
3 54+3 39+ 1
4 53 +1 64 +2
5 24 +2 46 + 1
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6.3.8. Comparacion con métodos previos y evaluacion de la
sostenibilidad

En la Tabla 6.9 se muestra una comparacion del método desarrollado con
métodos previos en los que se lleva a cabo la determinacion de isoC4 y C5 en
muestras biolégicas empleando técnicas de microextraccion. Respecto a la
cantidad de la muestra, el método desarrollado presenta una clara ventaja ya
que emplea 40 veces menos muestra que el otro precedente donde se analiza
una muestra liquida (orina). A pesar de que se pueden obtener elevados
volumenes de orina facilmente, esta metodologia no seria aplicable a muestras
de baja disponibilidad. En el caso de los métodos previos en los que la muestra
es un tejido, la fibra de SPME se insertd en su interior, por lo que no se especifico
la cantidad utilizada. Respecto a las condiciones de la preparacion de muestra,
el método desarrollado presenta una ventaja sustancial en términos de tiempos
de extraccién y desorcidn, ya que solo emplea 1 min en cada etapa, mientras
que los métodos previos requieren entre 30 y 60 min para la extraccion y entre
2 y 60 min para la desorcién. En este sentido, el método basado en mSBSDME
no presenta etapas con un elevado consumo de tiempo y ademas emplea una
plataforma de 96 posiciones, por lo que se obtiene una productividad mucho
mayor que para los métodos previos. Parametros analiticos como los LODs, la
precision o los EFs no se especificaron en los métodos anteriores, por lo que no
se pudo realizar una comparacion.

El impacto ambiental de la etapa de preparacién de muestra se evalud
empleando la herramienta métrica AGREEprep [63]. Como se observa en la
Figura 6.14, la puntuacion obtenida mostr6 que el método desarrollado presenta
una etapa de preparacion de muestra con un menor impacto ambiental. La
mayor ventaja esta relacionada con la cantidad de muestras que se pueden
tratar por unidad de tiempo (criterio 6) debido a los cortos tiempos de extraccion
y desorcién combinados con el empleo de una plataforma de 96 posiciones, lo
cual afecta directamente al consumo de energia por muestra (criterio 8). Los
valores considerados para cada criterio se muestran en la Tabla 6.10.

-
[ ﬁ &,
o @ @v

SPME SPME mSBSDME
orina tejidos

Figura 6.14. Evaluacion mediante AGREEprep de los métodos comparados.
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Tabla 6.9. Comparacion del método desarrollado basado en mSBSDME con otros
métodos previos empleando microextraccion para el analisis de isoC4 y C5 en
muestras biolégicas.

Técnica de Técnica Cantidad Condiciones de la etapa de

.. . L, Ref.
extraccion instrumental de muestra extraccion®

Matriz

Extraccion: CAR-PDMS; 60 min

Orina SPME MS 4mL Desorcion: 70 uL MeOH:H.0 (204]

(80:20 v/v); 2 min

Extraccién: C1g; 30 min

Tejido SPME LC-MS/MS nr* Desorcién: 150 L MeOH:IPA (1:1  1209]

v/v); 60 min

Extraccién: C1g; 30 min

Tejido SPME LC-MS/MS n.r. Desorcion: 150 uL MeOH:IPA (1:1  [206]
v/v); 60 min

Extraccion: 0.5 mg CoFe;04-SCX;
1 min
Suero mSBSDME ~ LC-MSMS 0.4 mL g Este
Desorcién: 40 yL MeOH:H,0O trabajo
(tampdn amonio 0.1 M, pH 9);

1 min

@ no reportado
® CAR: carbowax; IPA: isopropanol; PDMS: polidimetilsiloxano
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Tabla 6.10. Valores considerados en la aplicacion
AGREEprep de los métodos comparados.

la herramienta

Método
Criterio
. SPME tejido
SPME orina [204] [205,208] mSBSDME
1. Lugar de
preparacion de Ex situ Ex situ Ex situ
muestra
2. Materiales 0.06 0.08 0.01

peligrosos (g o mL)

3. Sostenibilidad,
renovabilidad y
reusabilidad de los
materiales

4. Residuos

5. Cantidad de
muestra (g o mL)

6. Productividad

7. Integracion y
automatizacion

8. Consumo de
energia (W)

9. Analisis
instrumental

10. Seguridad del
operador

Los materiales no

son sostenibles ni
renovables pero se
usan diversas veces

4.07

0.96

2 etapas o menos,
sistema manual

20.66

Cromatografia de
liquidos

3 pictogramas

Los materiales no

son sostenibles ni
renovables pero se
usan diversas veces

0.15

0.66

2 etapas o0 menos,
sistema manual

30

Cromatografia de
liquidos

4 o0 mas pictogramas

< 25% de los
materiales son
sostenibles o
renovables y solo se
pueden utilizar una
vez

1.04

0.1

192

2 etapas o menos,
sistema manual

0.01

Cromatografia de
liquidos

3 pictogramas

Para evaluar la viabilidad del método analitico se aplicé la herramienta Blue
Applicability Grade Index (BAGI) [70]. Se obtuvo una puntuacion de 65 para el
método desarrollado, siendo superior a las puntuaciones obtenidas para los
métodos previos (50 y 57.5) (Figura 6.15). Por tanto, se puede afirmar que el
método basado en mSBSDME presenta una mayor practicidad, mejorando
especialmente en criterios relacionados con el numero de muestras tratadas por
unidad de tiempo y las muestras que se pueden tratar simultaneamente. Los
valores considerados para cada criterio se encuentran en la Tabla 6.11.
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SPME SPME mSBSDME
orina tejidos
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Figura 6.15. Evaluacion mediante BAGI de los métodos comparados.

6.4. Conclusiones

En este capitulo se ha desarrollado un método con una elevada productividad
para la determinacion de las acilcarnitinas isoC4 y C5 en suero gracias al
empleo de una plataforma de 96 posiciones. Ademas, se ha empleado una
técnica de microextraccion dispersiva como la mSBSDME, requiriendo cortos
tiempos de extraccidon y desorcion (ambos 1 min) utilizando un material
magnético (CoFe204-SCX) como sorbente, el cual presenta una buena eficacia
de extraccion debido a las interacciones idnicas establecidas con los analitos. A
pesar de que es imprescindible realizar la sintesis del sorbente magnético dado
que no se encuentra disponible comercialmente, se puede llevar a cabo un
elevado numero de extracciones con una sola sintesis debido a la baja masa
(0.5 mg) que se requiere para cada analisis. En cualquier caso, se ha
demostrado que la sintesis es repetible. El método basado en mSBSDME se ha
validado en términos de linealidad, rendimiento de extraccion, limites de
deteccion y precision. Los valores obtenidos de coeficientes de recuperacion
relativa oscilan entre 95 y 120 %, demostrando que el efecto matriz es
despreciable, empleando calibracion externa. Se ha utilizado como patrén
surrogado isoC4-do con la finalidad de corregir cualquier tipo de imprecision
durante el procedimiento analitico. Se ha realizado el analisis de suero de cinco
voluntarios mediante el método desarrollado para demostrar su aplicabilidad,
cuantificando ambos analitos en todas las muestras. Basandose en estos
resultados, seria de gran interés llevar a cabo el analisis de una cohorte mayor
de muestras tanto de voluntarios sanos como de pacientes de cancer de vejiga
para establecer los valores limite de estos biomarcadores en suero. El impacto
ambiental y la practicidad del método desarrollado se han comparado con
métodos previos, obteniendo mejores valores para el método basado en
mSBSDME, especialmente en los criterios relacionados con el niumero de
muestras que pueden ser tratadas por unidad de tiempo.
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Tabla 6.11. Valores considerados en la aplicacion de la herramienta AGREEprep
de los métodos comparados.

Criterio

Método

SPME en orina [204]

SPME en tejido
[205,206]

mSBSDME

Tipo de andlisis

Analisis
multielemental o
individual

Técnica analitica

Preparacion de
muestra
simultanea

Preparacion de
muestra

Muestras por
hora

Reactivos y
materiales

Preconcentracion

Grado de
automatizacion

Cantidad de
muestra

Cuantitativo y
confirmatorio

Andlisis
multielemental de 6 a
15 compuestos de la
misma familia quimica

Instrumentacion que
no esta comunmente
disponible en la
mayoria de los
laboratorios

Preparacion de
muestra empleando
microextraccion

<1

Reactivos
comercialmente
disponibles pero poco
comunes

Se requiere
preconcentracion.
Criterios legislativos
cumplidos tras etapas
complicadas

Semiautomatizado
con dispositivos
comunes

>1000 pL (o mg)
muestras bioldgicas

Cuantitativo y
confirmatorio

Analisis multielemental
de 6 a 15 compuestos
de la misma familia
quimica

Instrumentacién que no
esta comunmente
disponible en la
mayoria de los
laboratorios

Preparacion de muestra
empleando
microextraccion

<1

Reactivos
comercialmente
disponibles pero poco
comunes

Se requiere
preconcentracion.
Criterios legislativos
cumplidos tras etapas
complicadas

Semiautomatizado con
dispositivos comunes

<100 pL (o mg)
muestras bioldgicas

Cuantitativo y
confirmatorio

Andlisis multielemental
de 2 a 5 compuestos de
la misma familia
quimica

Instrumentacién que no
esta comunmente
disponible en la
mayoria de los
laboratorios

>05

Preparacion de muestra
empleando
microextraccion

>05

Necesitan sintetizarse
en el laboratorio con
instrumentacion comun
de forma simple

Se requiere
preconcentracion.
Criterios legislativos
cumplidos tras etapas
complicadas

Semiautomatizado con
dispositivos comunes

100-500 pL (o mg)
muestras bioldgicas
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Desarrollo de una estacion de trabajo robatica
controlada mediante software de codigo abierto
para llevar a cabo microextraccion en fase sélida

dispersiva en muestras de bajo volumen

El contenido de este capitulo ha sido publicado en el articulo:

G. Peris-Pastor, J. Grau, L. Arruza, J.L. Benedé, A. Chisvert, Lab-made open-
source controlled robotic workstation for sorbent-based dispersive
microextraction of low-volume samples, Anal. Chim. Acta 1356 (2025) 344033
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Resumen

A pesar de que las técnicas de microextraccion han ganado prominencia sobre
las técnicas de extraccion convencionales, estas usualmente involucran
procedimientos mas o menos repetitivos que a veces pueden resultar tediosos.
La automatizacion parcial o total de estos procedimientos podria de alguna
manera ayudar a mitigar este inconveniente. A pesar de que se encuentran
disponibles diferentes sistemas para automatizar la etapa de preparacion de
muestra, estos tienen un coste elevado y no son asequibles para un elevado
numero de laboratorios. Con el objetivo de contribuir a la automatizacién en el
campo de la preparacion de muestra, y, mas especificamente, en las técnicas
de microextraccion, en este capitulo se ha desarrollado una estacion de trabajo
robética controlada mediante software de coédigo abierto que permite llevar a
cabo microextraccion dispersiva basada en sorbentes en muestras de bajo
volumen de forma semiautomatizada. La estacion de trabajo robdtica esta
compuesta por dispositivos electronicos de bajo coste convenientemente
ensamblados en una carcasa impresa en 3D y controlada por el software de
codigo abierto Arduino, siendo la primera estaciéon robética no comercial
dedicada a la microextraccion dispersiva basada en sorbentes. Para demostrar
el potencial de esta estacion roboética, se ha empleado para la extracciéon y
posterior determinacion de tres acilcarnitinas de cadena larga, biomarcadores
de metabolopatias, en muestras de suero de recién nacidos. La determinacion
instrumental de los analitos se ha realizado mediante analisis por inyeccion en
flujo acoplado a espectrometria de masas en tandem (Flow Injection Analysis-
Tandem Mass Spectrometry, FIA-MS/MS). Finalmente, el método se ha
validado en términos de sensibilidad, precisién y exactitud y se ha aplicado con
éxito al andlisis de muestras de cinco recién nacidos.
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7.1. Introduccién

Como se ha mencionado en los Capitulos 1y 2, se han desarrollado numerosas
técnicas de microextraccion, tanto en fase solida como liquida, con la finalidad
de sustituir a las técnicas clasicas de extraccion (la extraccion en fase sélida
(Solid-Phase Extraction, SPE) y la extraccion liquido-liquido (Liquid-Liquid
Extraction, LLE)). Sin embargo, a pesar de sus prestaciones, en ocasiones
requieren de procedimientos manuales repetitivos (y usualmente tediosos) y/o
emplean largos tiempos de extraccién, limitando su utilidad en algunas
aplicaciones mas exigentes [212]. Con la finalidad de minimizar estos
inconvenientes y obtener métodos que permitan tratar un gran numero de
muestras por unidad de tiempo, se pueden seguir dos estrategias: la
automatizacion del procedimiento y/o realizar extracciones en paralelo.

Por un lado, se debe admitir que las extracciones en paralelo son una
consecuencia de la reduccioén del espacio fisico debido a la miniaturizacion [8].
Cabe mencionar los avances realizados en el desarrollo de plataformas de
multiextraccidon basadas en el concepto de placas de 96 pocillos para llevar a
cabo técnicas de extraccion estaticas como SPE [213], microextraccién en fase
solida (Solid-Phase Microextraction, SPME) [214], microextraccion en fase
liquida con fibra hueca (Hollow-Fiber Liquid-Phase Microextraction, HF-LPME)
[215], microextraccién en gota (Single-Drop Microextraction, SDME) [209] y
extraccion paralela en membrana liquida artificial (Parallel Atrtificial Liquid
Membrane Extraction, PALME) [216]. A pesar de que las técnicas dispersivas
son mas dificiles de automatizar que las estaticas debido a su propio
procedimiento experimental, el uso de materiales magnéticos ha permitido
desarrollar plataformas basadas en placas de 96 pocillos para llevar a cabo
microextraccién  liquido-liquido  dispersiva  (Dispersive  Liquid-Liquid
Microextraction, DLLME) [217] y microextraccion en fase sdlida dispersiva
(Dispersive Micro Solid-Phase Extraction, DMSPE) (mas especificamente
microextraccién dispersiva por sorcién sobre barra agitadora miniaturizada
(Miniaturized Stir Bar Sorptive Dispersive Microextraction, mMSBSDME)) [163].

Por otro lado, como se ha comentado en el Capitulo 1, se han desarrollado un
gran numero de estaciones robéticas para llevar a cabo la automatizacion de las
técnicas de microextraccion. Esto se debe a que exhiben un potencial muy
elevado, ya que proporcionan resultados exactos y precisos, mientras reducen
los riesgos de salud asociados a productos quimicos peligrosos o agentes
biolégicos [11,218].

Como también se ha discutido en el Capitulo 1, los sistemas roboticos
comerciales presentan un gran coste, limitando asi su uso en laboratorios con
un elevado presupuesto [11,212]. Por ello, existe una tendencia emergente que
se basa en el empleo de recursos de acceso libre, tales como los
microcontroladores basados en Arduino. Estos permiten controlar dispositivos

210



Capitulo 7

de bajo coste, pudiendo asi los investigadores sin conocimientos especializados
en electronica o programacion crear sus propias estaciones robéticas para llevar
a cabo operaciones especificas sin necesidad de disponer de un presupuesto
elevado [11,37]. Recientemente, el grupo de investigacion de Santos-Neto
presenté dos robots cartesianos desarrollados en el laboratorio y controlados
mediante Arduino. Uno permite llevar a cabo diferentes técnicas de
microextraccién tales como SDME [37,219], HF-LPME [46] y SPME [18],
mientras que el otro es capaz de llevar a cabo la microextraccién mediante
sorbente empaquetado (Microextraction by Packed Sorbent, MEPS) [30] (ambos
sistemas se encuentran descritos en el Capitulo 1). Asimismo, Carasek y
colaboradores presentaron un dispositivo para realizar la extraccion dispersiva
en punta de pipeta (Dispersive Pipette Extraction, DPX) [220] mediante un
procedimiento similar.

A pesar de las claras ventajas de la DMSPE empleando materiales magnéticos,
no se han presentado estaciones de trabajo robdticas no comerciales para
llevarla a cabo. Probablemente esto se debe a que el procedimiento
experimental requiere operaciones que implican separar el sorbente de la
disolucion, siendo etapas dificiles de automatizar.

Todos los trabajos mencionados anteriormente requieren de volumenes
relativamente elevados de muestra (del orden de los mL), lo que puede suponer
una limitacion para el analisis de muestras de muy bajo volumen (inferior a 100
ML), como es el caso de algunos fluidos biolégicos. Dejando de un lado la orina
y la sangre, no se suele disponer de un elevado volumen de muestra de la gran
mayoria de los fluidos bioldgicos restantes debido a su naturaleza (saliva,
semen, fluido folicular o cerebroespinal, entre otros) o debido a las
caracteristicas de la persona sometida al estudio (recién nacidos, pacientes
inmunodeprimidos). Ademas, las matrices bioldgicas contienen un elevado
numero de compuestos potencialmente interferentes, dificultando el analisis de
trazas. También cabe mencionar que el analisis clinico suele ser rutinario,
requiriendo obtener resultados rapidos de un elevado nimero de muestras.

Con todo lo expuesto, el objetivo de este trabajo es desarrollar una estacion
robdtica controlada por software de cddigo abierto que sea compatible con
muestras de muy bajo volumen, realizando la extraccion de los analitos
mediante una técnica de microextraccion dispersiva basada en sorbentes
magnéticos evitando procedimientos largos y tediosos de preparacion de
muestra. Para demostrar la aplicabilidad de la estacion a desarrollar, se ha
seleccionado la determinacion de tres acilcarnitinas de cadena larga (palmitoil-
L-carnitina (C16), estearoil-L-carnitina (C18) y oleoil-L-carnitina (C18:1) (Tabla
7.1)) en muestras de suero de recién nacido, a modo de prueba de concepto.
Este bioanalisis es de vital importancia ya que proporciona informacién acerca
de desdérdenes en el metabolismo de los acidos grasos de cadena larga y deben
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ser detectados en los primeros dias de vida de los recién nacidos para evitar
complicaciones mayores [221].

Tabla 7.1. Estructura molecular y algunas propiedades relevantes de los
analitos.

Analito Estructura molecular logPow?® M, (g mol)®
H. C*Nc’t{—acH
C16 HJCM/VW\/\‘(O\i 7.7 399.6
c18 EANAANNNANAY 8.8 427.6
C18:1 \/\/\/\A\/\A/\/\/fr 7.9 425.6

a Pow: Coeficiente de particidon octanol-agua
b Mw: Masa molecular

7.2. Experimental
7.2.1. Reactivos

Los patrones de palmitoil-L-carnitina (C16) (= 97 %), estearoil-L-carnitina (C18)
(297 %), oleoil-L-carnitina (C18:1) (estandar analitico) y palmitoil-L-carnitina-(N-
metil-ds) (C16-ds) (estdndar analitico) se adquirieron de Sigma Aldrich.

Para la preparacion de las disoluciones patrén se empleé etanol de Panreac
(Barcelona, Espafia). Para la sintesis de CoFe204@acido oleico, se adquirié
FeCl3-6H20 y CoCl2-6H20 de Acros Organics (Geel, Bélgica) y acido oleico de
Sigma Aldrich (Steinheim, Alemania). Se obtuvo agua ultrapura (resistividad
218.2 MQ cm) a través de un sistema de purificacién de agua Adrona (Riga,
Letonia). Se empled acetonitrilo grado LC-MS de Panreac como disolvente de
acondicionamiento y desorcién, y metanol grado LC-MS/MS de Honeywell
(Seelze, Alemania) como portador en FIA-MS/MS.

Para la preparacién de suero sintético se adquirié cloruro de potasio (KCI) y
dihidréogeno fosfato de sodio (NaH2PO4-H20) de Panreac, cloruro de sodio
(NaCl) de Fisher Chemical (Loughborough, Reino Unido) e hidrogeno fosfato de
disodio (Na2HPO4-12H20) de Scharlab (Barcelona, Espana).
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Como gas de nebulizacién en la fuente MS/MS se empled nitrégeno obtenido a
través de un generador NiGen LCMS 40-1 de Claind S.r.l. (Lenno, ltalia),
mientras que se empled nitrégeno extrapuro (> 99.999 %) de Praxair (Madrid,
Espafa) como gas de colision en la celda de colisién del MS/MS.

7.2.2. Instrumentacion

Para la preparacion de suero sintético se utilizé un medidor de pH Basic 20 de
Crison (Alella, Espafia).

Se empled un sistema de cromatografia de liquidos Agilent Technologies 1100
Series equipado con un desgasificador, una bomba cuaternaria, inyector
automatico y una precolumna de Cis de 2.1 mm de diametro interno de
Phenomenex (Torrence, EE. UU.) acoplada a un detector Agilent 6410B Triple
Quad MS/MS.

7.2.3. Toma de muestra y pretratamiento

En el estudio de validacién se emple6 una muestra de suero de un voluntario
adulto. Para su obtencion, profesionales sanitarios realizaron una extracciéon de
sangre en un tubo no heparinizado y se dej6 en reposo durante 10 minutos. A
continuacion, se centrifugé a 5000 rpm durante 10 min y el sobrenadante se
guardé en el congelador a -20 °C hasta su analisis.

Las muestras de recién nacidos fueron provistas por el hospital clinico San
Carlos (Madrid, Espafa). Para su obtencion se realizé una puncién en el talén
de cada uno de los recién nacidos y la sangre se recogié en microtubos de
centrifuga, los cuales fueron ultracentrifugados, y los sobrenadantes
almacenados a -80°C hasta su analisis. Se obtuvo el consentimiento por escrito
de los progenitores antes de recolectar las muestras. El estudio se aprobd por
el Comité de Etica de Investigacién en Humanos (CEIH) de la Universidad de
Valencia y el Hospital Clinico San Carlos.

7.2.4. Preparacion de suero sintético

Se empled tampdn fosfato salino (Phosphate-Buffered Saline PBS) pH 7.4 como
suero sintético, preparandose de acuerdo con un protocolo modificado [191].
Para ello, se prepard una disolucién en agua ultrapura conteniendo NaCl (8.00
g L"), KCI (0.20 g L"), KH2PO4 (0.24 g L") y Na2HPO4:12H20 (1.44 g L),
ajustando el pH a 7.4.
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7.2.5. Preparacion de disoluciones patron

Se prepararon disoluciones patrén individuales en etanol de C16, C18 y C18:1
a una concentracion de 1000 yg mL', y C16-ds (patréon surrogado) a una
concentracion de 100 pug mL'. A continuacion, se preparé una disolucién
multicomponente intermedia de 10 ug mL-' de los analitos, asi como otra de 1
pg mL-" de patrén surrogado, en PBS. Las disoluciones de trabajo de entre 10 y
300 pug mL-" se prepararon en PBS a partir de la disolucion patrén intermedia.

7.2.6. Descripcion de la estacion de trabajo robotica

La estacion de trabajo robdtica se construyé empleando dispositivos de bajo
coste posicionados convenientemente y se encuentra protegida con una patente
(ES3030757A1). Para su fabricacion se adquirié un microcontrolador Uno R3,
un modulo de alimentacion (9V), una placa electrénica, un motor, un servomotor
y unos leds de diferentes colores del Super Starter Kit de Elegoo (Shenzhen,
China); un electroiman KK-P20/15 (2.5 kg fuerza) de KaKa Electric (Yueqing,
China); un iman de neodimio de 10 mm de longitud x 2 mm de diametro de
Supermagnete (Gottmadingen, Alemania); y tapas de microtubos de centrifuga
(0.5 mL) de polipropileno (3 mm altura x 4 mm de didmetro) de Daslab
empleados como recipiente de extraccion. El soporte (20.2 x 19.4 x 10.2 cm) y
otros objetos impresos en 3D se disefiaron con el software AutoCAD 2023 (San
Rafael, EE. UU.) y se imprimieron por Imprimakers (Valencia, Espafia)
empleando acido polilactico. La Figura 7.1 muestra la vista frontal a) y lateral b)
de la estacion de trabajo robdtica.

El servomotor, mediante el brazo impreso en 3D, permite el movimiento
translacional del motor 22° respecto a la posicion de acceso (donde el operador
puede acceder al recipiente de extraccion (Figura 7.2a)), desplazandolo a la
posicion de trabajo (Figura 7.2b), en la cual se encuentra en funcionamiento.

La Figura 7.3 muestra la vista superior de los elementos de hardware
posicionados dentro de la carcasa impresa en 3D y las conexiones eléctricas.
El médulo de alimentacién permite que la estacién de trabajo robdtica sea
alimentada por una bateria externa (9V) sin necesidad de enchufarse
directamente a la red eléctrica, garantizando su total portabilidad.

Se empled el software Arduino IDE 1.8.19 (lvrea, Italia) para escribir el cédigo
en lenguaje C++, el cual se envié al microcontrolador para su ejecucion.
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1
2
3
4
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6
7
8

Figura 7.1. a) Vista frontal y b) vista lateral de la estacion de trabajo robética
desarrollada (1: LED On/Off; 2: LEDs temporizadores; 3: Boton “Start’; 4: Botén
“On/Off’; 5: Boton “Reset”; 6: Puerto USB A; 7: Puerto de alimentacion; 8:
Puerto USB B; 9: tapa de microtubo de centrifuga como recipiente de
extraccion; 10: Soporte impreso en 3D; 11: Electroiman; 12: Iman de neodimio
(10 mm longitud x 4 mm diametro); 13: Eje de plastico (25 mm largo x 2 mm
diametro interno); 14: Motor; 15: Brazo impreso en 3D (70 mm largo x 5 mm
ancho x 5 mm alto); 16: Servomotor).

Posicion de acceso Posicion de trabajo

Figura 7.2. Vista frontal de la estacidn de trabajo robética en la posicion de a)
acceso y en la de b) trabajo.
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Figura 7.3. Vista superior de la disposicion de los elementos de hardware y
conexiones eléctricas (1: Microcontrolador Uno R3; 2: Médulo de alimentacion;
3: Placa electronica). La linea discontinua delimita los elementos situados en el
interior de la carcasa.

7.2.7. Procedimiento operacional de la estacién robotica

El procedimiento operacional puede verse en video clicando o escaneando el
siguiente codigo QR:

En primer lugar, se presiona el boton “On/Off’, encendiéndose el LED azul. El
recipiente de extraccion conteniendo el material sorbente previamente pesado
se posiciona en el soporte impreso en 3D mientras que la estacién de trabajo
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robdtica se mantiene en la posicion de acceso. A continuacion, se afiade un
volumen determinado de disolvente de acondicionamiento al recipiente de
extraccion. Seguidamente, se presiona el botéon “Start’”, de forma que el
servomotor posiciona el motor en la posicion de trabajo y este ultimo se activa
haciendo girar el iman a una velocidad previamente programada provocando la
dispersion del sorbente magnético. Después de un tiempo definido (previamente
programado), el motor se detiene y simultdneamente se activa el electroiman,
quedando el sorbente magnético sedimentado y moviéndose el servomotor a la
posicion de acceso. En ese instante, se enciende el LED verde, indicando que
el operador puede acceder a retirar el disolvente de acondicionamiento y afiadir
la muestra o la disolucion patrén. EI LED amarillo advierte al operador de que el
tiempo (previamente programado) se esta acabando. A continuacion, el LED
rojo se enciende y el servomotor vuelve a la posicion de trabajo, deteniéndose
el electroiman para liberar el sorbente. Simultaneamente, el motor se activa para
dispersar el material durante un periodo determinado de tiempo (previamente
programado). El mismo procedimiento se repite (cambiando las condiciones de
tiempo y velocidad de agitacion, en caso de ser necesario), retirando la muestra
o disolucién patron y afadiendo el disolvente de lavado (si es necesario) o el
disolvente de desorcion. Finalmente, el extracto se transfiere a un vial de
inyeccién. Cabe resaltar que el procedimiento completo de extraccién/desorcion
se realiza en el mismo recipiente de extraccion.

7.2.8. Sintesis del sorbente magnético

La sintesis de las nanoparticulas magnéticas (Magnetic Nanopatrticles, MNPs)
de CoFe20s@acido oleico se realiz6 mediante coprecipitacidn quimica, de
acuerdo con un protocolo modificado [155]. Para ello, se mezclaron 100 mL de
una disolucion acuosa 0.4 M de FeClz-6H20 y 100 mL de una disolucién acuosa
0.2 M de CoCl2-6H20. Seguidamente, se afiadieron 100 mL de NaOH 3 M gota
a gota calentando a 80 °C mientras la disolucion se agitaba magnéticamente.
Para la funcionalizacion de las MNPs se anadieron 2 mL de &cido oleico a la
mezcla sin variar las condiciones, manteniendo la agitacion durante 1 h. El
precipitado negro obtenido se enfrié a temperatura ambiente, se decanté y el
sélido se lavo varias veces con agua ultrapura y etanol para eliminar el exceso
de acido oleico. Finalmente, el precipitado se dejé secar en la estufa a 80 °C
durante toda la noche y se molturé para obtener un polvo fino.

7.2.9. Procedimiento de microextraccion

Se emplearon 0.74 mg de MNPs de CoFe204@acido oleico como sorbente.
Para el acondicionamiento del material se emplearon 50 uL de acetonitrilo
agitando a 200 u.a. (7000 rpm) durante 1 min. En la etapa de extraccion se
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afiadieron 40 uL de muestra de suero (o disolucién patron) y 10 yL de disolucion
de patron surrogado agitando a 140 u.a. (5400 rpm) durante 5 min. Para realizar
el lavado del material y del recipiente de extraccion se afiadieron 50 pL de agua
ultrapura y seguidamente se descartaron. Para la desorcion de los analitos se
emplearon 20 pyL de acetonitriio agitando a 200 u.a. durante 3.5 min. A
continuacion, el extracto se aspir6 con una punta de pipeta de 200 pL
conteniendo un iman cubico de NdFeB (1 mm x 1 mm) [80] en su interior para
asegurar que cualquier particula magnética que contuviera el disolvente de
desorcién se quedara retenida en la superficie del iman. Finalmente, el extracto
se transfirié a un inserto de 250 pL situado en el interior de un vial de inyeccion
para su analisis mediante FIA-MS/MS. La Figura 7.4 muestra un esquema del
procedimiento de microextraccién propuesto para la determinacién de
acilcarnitinas de cadena larga en muestras de suero de recién nacidos.

I

i

i Retirar disolucién !
I

y lavar con agua !

! i
; ! H C——3 —— FIA-MS/MS
40 pL de muestra 120 pL de acetonitrilo | [ i
i i
i

i Retirar acetonitrilo 1

i
"
"

. i i
0.74 mg sorbente | © Patron + 10pL + velocidad de i Velocidad de 1
50 uL de acetonitrilo E patrén surrogado i agitacion 140 u.a. | i agitacion 200 u.a.i
Velocidad de ' 5 min ' 3.5 min '
agitacion 200 u.a. ! ' ' '
_______ Imin ______ [P [
Acondicionamiento Extraccion Desorcion

Figura 7.4. Esquema del procedimiento de extraccion propuesto.

7.2.10. Andlisis por inyeccion en flujo acoplado a espectrometria de
masas en tandem (FIA-MS/MS)

- Volumen de inyeccion: 5 yL

- Disolvente portador: metanol

- Caudal: 0.2 mL min-'

- Duracion del cronograma: 2 min

- Modo ionizacion MS/MS: ESI+

- Voltaje: 5500 V (ESI+)

- Temperatura del gas de nebulizacion: 340 °C

- Flujo del gas de nebulizacion: 12 L min-
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- Presién del nebulizador: 20 psi

En la Tabla 7.2 se muestran las transiciones empleadas para la deteccién
instrumental de los compuestos de interés.

Tabla 7.2. Relaciones masa/carga (m/z) de los iones precursores y producto,
energias de colision y fragmentador para los analitos y el patrén surrogado.

lon

lon precursor producto? Energia de Fragmentado
Compuesto (mz) colision (V) r (V)
(m/z)

85 30

C16 400.3 150
57 58
85 30

C18 428.3 150
57 58
85 30

C18:1 426.3 150
57 58

C16-ds 4033 85 30 150

@ En negrita se resaltan las m/z empleadas para la cuantificacion

En la Figura 7.5 se muestran los cronogramas obtenidos al aplicar el método a
una disolucién patrén conteniendo 100 ng mL-! de los analitos.

7.3. Resultados y discusion
7.3.1. Concepto y disefio de la estacion robdtica desarrollada

El punto de partida para el desarrollo de la estacion robdtica fue la
microextraccion dispersiva por sorcidon sobre barra agitadora (Stir Bar Sorptive
Dispersive Microextraction, SBSDME) [222], desarrollada por el grupo de
investigacién en el que se ha llevado a cabo esta Tesis Doctoral, y mas
especificamente su version miniaturizada (mSBSDME) [81,163] disefiada para
volumenes de muestra relativamente pequefios. Sin embargo, la mSBSDME no
es compatible con volumenes muy bajos de muestra (<100 uL) ya que la fuerza
motriz (es decir, el iman) es demasiado grande para ser empleado en muestras
de pocos microlitros, por lo que se propuso situarlo en el exterior de la
disolucion. Ademas, esto le confiere una ventaja adicional al prevenir la
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contaminacion cruzada entre muestras sucesivas, a menos que se lleve a cabo
una limpieza escrupulosa.

100 -
C16
80 -
60
40 A
20 A

0 T T T ]
100 -

C18
80 -

60 -
40 -
20 -

0 T 7 7 J
100 -

C18:1
80 -

Senal relativa (%)

40 -

20 A

100 +
C16-d,
80 -

20 A

0 T T T 1
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0

Tiempo (min)
Figura 7.5. Cronograma obtenido al aplicar el método de microextraccion

empleando la estacion de trabajo robdtica y su posterior analisis mediante FIA-
MS/MS a una disolucién patrén conteniendo 100 ng mL-! de los analitos.
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En este sentido, se construyd un primer prototipo, no automatizado, empleando
dispositivos no controlados mediante software. Para ello, se utilizaron dos
imanes de neodimio cubicos (3 x 3 x 3 mm), que se pegaron a una pieza de
acero en forma de Y invertida que se acoplé a una pequefia amoladora. Este
sistema se situd sobre el recipiente de extraccion conteniendo 40 yL de agua y
1 mg de material (Figura 7.6a). Una vez finalizada la extraccién, se coloco
manualmente un iman (10 mm largo x 5 mm diametro) debajo del recipiente de
extraccion para sedimentar el sorbente magnético. Se probaron diferentes
alturas de los imanes respecto del recipiente de extraccion. Sin embargo, no se
consiguidé una adecuada dispersion del material ya que este permanecia cerca
de las paredes del recipiente de extraccidén y no en el centro, por lo que esta
configuracion se descartd. En una version posterior, se pegd un iman en forma
cilindrica (10 mm longitud x 2 mm diametro) a un tubo lineal de plastico (25 mm
longitud x 3 mm diametro externo) que se ensambl6 a la amoladora (Figura
7.6b), consiguiendo una dispersion efectiva del material (la cual puede verse en
video clicando o escaneando el siguiente codigo QR), por lo que se eligié esta
configuracién como la adecuada.

a)

1
Figura 7.6. Dos disefos diferentes propuestos del primer prototipo empleando
dispositivos no controlados mediante software para llevar a cabo la dispersién
del material (1: recipiente de extraccién; 2: imanes; 3: pieza metalica en forma
de Y; 4: tubo lineal de plastico; 5: amoladora).
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El siguiente paso fue determinar la altura del iman respecto al recipiente de
extraccion. Se probaron diferentes alturas (de 2 a 6 mm), observandose una
mejor dispersion empleando 4 mm.

Esta configuracion inicial se automatizé parcialmente en una siguiente versién
mejorada empleando software de cddigo abierto como Arduino [223] y hardware
de facil manejo (un microcontrolador y diferentes dispositivos electrénicos
conectados mediante la placa electrénica). Todos los comandos programados
se escribieron en lenguaje C++ y se ejecutaron mediante el microcontrolador
UNO R3. El cédigo escrito se fue modificando a medida que el nivel de
automatizacion aumenté. En primer lugar, la pequefia amoladora se sustituyé
por un motor y el iman externo (10 mm largo x 5 mm diametro) empleado para
sedimentacion del material se sustituyé por un electroiman (Figura 7.7). La
secuencia se inicié pulsando el botén “Start”, activando asi el motor. Una vez
finalizado el tiempo de extraccion, el motor se detuvo y el electroiman se activo,
sedimentandose el material magnético sin requerir la intervencion del operador.

=

Eji )

Figura 7.7. Disefio seleccionado para el segundo prototipo empleando
dispositivos controlados mediante Arduino (1: recipiente de extraccion; 2:
electroiman; 3: iman; 4: tubo lineal de plastico; 5: motor).

4
3
1

Desde el punto de vista operacional, no era practico para el operador afiadir o
eliminar liquidos (muestras, disoluciones patrén o disolventes) del recipiente de
extraccion debido a su proximidad al iman. Ademas, la posiciéon exacta del iman
sobre el recipiente de extraccion era un parametro critico para asegurar una
buena reproducibilidad en la dispersién del material. Esto podria complicarse en
caso de que el iman tuviera que posicionarse manualmente cada vez. Para
solucionar este inconveniente, se incorpord un servomotor con un brazo impreso
en 3D que permitia mover el motor de forma que el operador tuviera libre acceso
al recipiente de extraccion y que este estuviera siempre a la misma distancia
respecto al iman. Se establecieron dos posiciones, la posicién de trabajo
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(cuando el motor se encuentra posicionado encima del recipiente de extraccion)
y la posicién de acceso (cuando el servomotor desplaza el motor en un angulo
de 22°). Ademas, se afadieron 3 LEDs para informar acerca de la accesibilidad
al recipiente de extraccion. El funcionamiento de los LEDs era similar al de un
semaforo: la luz verde indicaba que se podia acceder al recipiente de extraccion,
la luz amarilla indicaba que no quedaba mucho tiempo de manipulacién y la luz
roja indicaba que el tiempo de manipulacion habia finalizado y no estaba
permitido el acceso al recipiente de extraccion.

Finalmente, para conseguir una total portabilidad de la estacion de trabajo
robdtica y que fuera facilmente manejable, se disefié una carcasa impresa en
3D mediante AutoCAD. La carcasa consistia en dos partes, la base y la tapa. La
base sostenia la placa electronica y el microcontrolador, conteniendo los
orificios necesarios para las entradas electronicas. Ademas, tenia un orificio
para anclar tanto el servomotor como el electroiman. Los botones de “Reset’,
“On/Off’ y “Start” se posicionaron en la tapa. Las dimensiones totales de la
carcasa eran 20.2 cm largo x 19.4 cm ancho x 10.2 cm alto.

7.3.2. Seleccién de CoFeO4@acido oleico como sorbente magnético

Las acilcarnitinas de cadena larga son compuestos que presentan una elevada
hidrofobicidad (Pow desde 7.7 hasta 8.8) debido a sus cadenas hidrocarbonadas.
En trabajos previos se demostro que el CoFe20s@acido oleico (compuesto de
cadenas de acido oleico enlazadas quimicamente al nucleo de CoFe204, como
se ha descrito previamente [224]) puede establecer interacciones hidrofdbicas
con los analitos, alcanzando elevados rendimientos de extraccion debido a la
cadena hidrocarbonada del acido oleico [224]. Por ello, se selecciond este
material como fase extractante. A pesar de que no se trata de un material
selectivo para los analitos y es posible que se extraigan otros compuestos
apolares, la selectividad del método esta garantizada mediante el empleo de
espectrometria de masas en tandem como instrumentacion analitica. Ademas,
se comparé su eficacia de extraccion con la de las MNPs de CoFe204. Para ello,
se realizd la extraccion de 50 pyL de una disolucion patrén de 150 ng mL-!
preparada en suero sintético empleando 1 mg de material. Como se muestra en
la Figura 7.8, las MNPs de CoFe204 apenas extrae los analitos, mientras que el
CoFe204@4acido oleico mostré una elevada eficacia de extraccién, demostrando
que la extraccién se lleva a cabo mayoritariamente mediante la cadena
hidrocarbonada del acido oleico. De este modo, el CoFe204 solo confiere el
caracter magnético del material necesario para su manejo. La caracterizacion
de este material se realizé en trabajos previos [224].
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Figura 7.8. Comparacion de la eficacia de extraccion de CoFe20s@acido oleico
y CoFe20a.

7.3.3. Optimizacion de las variables de extraccion

Se empled una metodologia de superficie de respuesta (Response Surface
Methodology, RSM) basada en tres factores y tres niveles mediante un disefio
de Box-Behnken para determinar los valores 6ptimos, asi como establecer
potenciales correlaciones entre variables involucradas en el proceso de
extraccion. Las variables estudiadas y sus rangos fueron las siguientes: masa
de sorbente (0.25-1.75 mg), tiempo de extraccion (0.5-5.0 min) y velocidad de
agitacion (140-200 u.a.). Cabe mencionar que los valores de velocidad de
agitacion corresponden a los valores arbitrarios establecidos por el software
Arduino, los cuales son equivalentes a 5400 y 7000 rpm, respectivamente. El
pH y la fuerza iénica de la fase dadora no se estudiaron dado que el volumen
de muestra empleado (40 uL) no permitia su medida. Se emplearon 50 uL de
disolucion patrén conteniendo 200 ng mL-' de cada analito en PBS para llevar a
cabo los experimentos correspondientes. Como condiciones de desorcion se
emplearon 20 yL de acetonitrilo como disolvente y una velocidad de agitacién
de 200 u.a. durante 1 min. Como respuesta analitica se seleccioné el area de
pico de los analitos. La descripcidon de las estadisticas del disefio de Box-
Behnken se muestran en el Anexo I. Se realizaron un total de 30 experimentos,
incluyendo tres réplicas del punto central y un duplicado del disefio (Tabla 7.3).
El software Statgraphics Centurion XVI (Virginia, EE. UU.) se empled para el
andlisis estadistico.
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Tabla 7.3. Disefio Box-Behnken para la optimizacion multivariante de las
variables criticas del proceso de extraccion.

Masa de sorbente Tiempo de Velocidad de
Etapa (mg) extraccion (min) agitacion (u.a.)
D? cP D Cc D Cc
1 1 0 0.5 -1 140 -1
2 1 0 5 1 140 -1
3 1 0 0.5 -1 200 1
4 1 0 5 1 200 1
5 0.25 -1 0.5 -1 170 0
6 0.25 -1 5 1 170 0
7 1.75 1 0.5 -1 170 0
8 1.75 1 5 1 170 0
9 0.25 -1 2.75 0 140 -1
10 0.25 -1 2.75 0 200 1
11 1.75 1 2.75 0 140 -1
12 1.75 1 2.75 0 200 1
13 1 0 2.75 0 170 0
14 1 0 2.75 0 170 0
15 1 0 2.75 0 170 0

aValores descodificados
bValores codificados

La adecuacion del modelo se evalué mediante el coeficiente de determinacion
(R?), obteniéndose valores superiores a 0.8 para todos los analitos. Este valor
indica que el modelo disefiado es eficiente para la prediccion de las respuestas.
En la Figura 7.9 se muestran las superficies de respuesta en funcién de la
deseabilidad. Como se puede observar en la Figura 7.9a, velocidades de
agitacion elevadas presentan un efecto negativo en la deseabilidad debido a
que el material se dispersa solamente cerca de la pared del recipiente de
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extraccion, por lo que no hay material presente en el centro de la disolucion,
disminuyendo asi la eficacia de la extraccion. Por el contrario, a baja velocidad
el material se dispersa eficientemente por toda la fase dadora, lo que puede
estar relacionado con un mayor contacto entre el sorbente y los analitos. No se
probaron menores velocidades de agitacion ya que no tienen la suficiente fuerza
para hacer rotar el iman y, por tanto, para dispersar el material magnético.
Respecto al tiempo de extraccion, los mejores resultados se obtienen
empleando 5 min. Esto puede indicar que el equilibrio no se ha alcanzado, por
lo que el maximo tiempo probado proporciona los mejores resultados. A pesar
de que tiempos de extraccién mas elevados pueden mejorar la eficacia de la
extraccion, 5 min son suficientes para conseguir la sensibilidad requerida, por lo
que se priorizo la rapidez del método sobre la eficacia de la extraccién. Como
se puede observar en la Figura 7.9b, la masa de sorbente es la variable con
menor influencia en el proceso de extraccion, obteniendo una deseabilidad
similar para todo el rango estudiado. Estos resultados muestran que con la
menor masa estudiada se consigue extraer la maxima cantidad de analitos. Sin
embargo, se seleccionaron 0.74 mg como masa de sorbente ya que es el valor
que proporciond el software Statgraphics. Pese a que se pueden seleccionar
valores inferiores, la repetibilidad en su pesada es peor, lo cual puede
comprometer la repetibilidad del proceso de extraccion.
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Figura 7.9. Superficies de respuesta obtenidas en la optimizacién multivariante
de las condiciones de extraccién para a) velocidad de agitaciéon y tiempo; b)
masa de sorbente y velocidad de agitacion.
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7.3.4. Optimizacion de las variables de desorcion

Después de llevar a cabo la optimizacion del proceso de extraccion se
estudiaron las variables implicadas en el proceso de desorcién. En primer lugar,
se probaron diferentes disolventes de desorcion (etanol, acetonitrilo y acetona).
La acetona se descartd debido a su elevada volatilidad, que junto con el bajo
volumen empleado hacen que se evapore completamente en menos de un
minuto. De este modo, se llevd a cabo una optimizacion univariante del
disolvente de desorcion, probando etanol, acetonitrilo y una mezcla 1:1 de
ambos. Como se puede observar en la Figura 7.10, los mejores resultados se
obtienen empleando acetonitrilo puro como disolvente de desorcién.

1.2 -
®m EtOH = ACN EtOH:ACN (1:1)

Area relativa
o I =
()] o] o
1 1 1

o
n
1

o
N
L

0.0 -
C16 Cc18 C18:1

Figura 7.10. Optimizacién univariante del disolvente de desorcion.

Para el estudio de las variables de desorcion restantes se utilizé una RSM
basada en tres factores y tres niveles empleando un disefio de Box-Behnken.
Las variables estudiadas y sus rangos fueron: tiempo de desorcion (0.5-5 min),
velocidad de agitacion (140-200 u.a.) y volumen del disolvente de desorcién (20-
40 pL). Para llevar a cabo los experimentos se emplearon 50 pyL de una
disolucion patron conteniendo 200 ng mL" de cada analito en PBS. Como
condiciones de extraccion se emplearon las seleccionadas tras la optimizacion
de esta etapa. Se realizé un total de 30 experimentos, incluyendo tres réplicas
del punto central y un duplicado del disefio (Tabla 7.4), empleando el software
Statgraphics.
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Tabla 7.4. Disefio Box-Behnken para la optimizacion multivariante de las
variables criticas del proceso de desorcion.

Tiempo de Volumen de Velocidad de

desorcién (min) disolvente de agitacion (u.a.)

Etapa desorcion (uL)

D? c* D c D (o
1 0.5 -1 30 0 140 -1
2 5 1 30 0 140 -1
3 0.5 -1 30 0 200 1
4 5 1 30 0 200 1
5 0.5 -1 20 -1 170 0
6 5 1 20 -1 170 0
7 0.5 -1 40 1 170 0
8 5 1 40 1 170 0
9 2.75 0 20 -1 140 -1
10 2.75 0 20 -1 200 1
11 2.75 0 40 1 140 1
12 2.75 0 40 1 200 1
13 2.75 0 30 0 170 0
14 2.75 0 30 0 170 0
15 2.75 0 30 0 170 0

a\/alores descodificados
bValores codificados

La adecuacion del modelo se evalué mediante el R2, obteniéndose valores
superiores a 0.97 para todos los analitos. Este valor indica que el modelo
disefiado es eficiente para la prediccion de las respuestas. En la Figura 7.11 se
muestran las superficies de respuesta en funcién de la deseabilidad. Como se
puede observar en la Figura 7.11a, velocidades de agitacion elevadas
proporcionan un efecto positivo en la deseabilidad. Esto se debe a la mayor
dispersion del material a velocidades elevadas, mejorando la transferencia de

228



Capitulo 7

los analitos del sorbente al disolvente de desorcion. Por ello, se selecciond un
valor de 200 u.a. (7000 rpm) como velocidad de agitacion. Respecto al volumen
de disolvente de desorcién, el menor volumen proporciona los mejores
resultados debido al aumento en el factor de preconcentracion maximo tedrico,
mejorando asi la preconcentracion, seleccionando 20 uL. Como se muestra en
la Figura 7.11b, tiempos de desorcion elevados proporcionan una mejora en la
deseabilidad. De este modo, se seleccionaron 3.5 min ya que era tiempo
suficiente para alcanzar el equilibrio debido a que tiempos mas elevados no
proporcionan ninguna mejora en la deseabilidad.
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Figura 7.11. Superficies de respuesta obtenidas en la optimizacién multivariante
de las condiciones de desorcién para a) volumen del disolvente de desorcion y
velocidad de agitacion; b) velocidad de agitacién y tiempo de desorcién.
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7.3.5. Caracteristicas analiticas del método

Se estudiaron diferentes parametros tales como la linealidad, los limites de
deteccion (Limit of Detection, LOD) y cuantificacion (Limit of Quantification,
LOQ), precision y exactitud empleando las condiciones optimizadas
previamente para validar el método analitico (Tabla 7.5) de acuerdo con la guia
harmonizada ICH [149].

Para evaluar la linealidad se prepararon disoluciones patrén a diferentes
concentraciones de los analitos (conteniendo todas 150 ng mL" de patrén
surrogado) y se les aplico el método propuesto. Las rectas de calibrado se
obtuvieron representando la relacién del area del pico del analito (Ai) respecto a
la del patron surrogado (As) (Ai/As) frente a la concentracién del analito. Se
determind que la linealidad se extiende hasta, al menos, 1 ug mL-", obteniendo
coeficientes de determinacion superiores a 0.990.

Los LOD y LOQ se calcularon como 3 y 10 veces, respectivamente, la relacién
sefal-ruido de una disolucién patron (10 ng mL-') a la que se le aplico el método
propuesto. Se obtuvieron valores de LOD y LOQ de entre 0.26 y 0.30 ng mL"y
entre 0.87 y 1.00 ng mL™', respectivamente.

La precision del método propuesto se estudié en una misma sesién de trabajo
(intra-dia) y en diferentes sesiones consecutivas (inter-dia). Con esta finalidad,
se aplicd el método a cinco réplicas independientes de disoluciones patron
multicomponente a dos niveles de concentracion (10 y 150 ng mL-"). Como se
puede observar en la Tabla 7.5, todos los valores de RSD se encontraban por
debajo del 15 %, concluyendo que el método propuesto presenta una buena
precision.

Se calculé el rendimiento de la extraccion (Extraction Efficiency, EE) como la
proporcién entre la masa final del analito en el extracto y la masa inicial del
analito en la fase dadora. Los valores obtenidos fueron 20.3 %, 6.3 % y 16.0 %
para las acilcarnitinas C16, C18 y C18:1, respectivamente. A pesar de que estos
valores no son muy elevados, son suficientes para alcanzar la sensibilidad
necesaria para la determinacion de los analitos. Ademas, la etapa de limpieza
es inevitable debido a que el suero no puede ser introducido directamente en el
espectrometro de masas.
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Tabla 7.5. Caracteristicas analiticas del método propuesto.

Precision (RSD, %)

. EE LOD LoQ Intra-dia Inter-dia
Analito R?2 . . .
(%) (ngmL7)(ngmL7) 44 150 10 150
ngmL' ngmL?' ngmL?' ngmL"
C16 0.996 20.3 0.26 0.87 4.4 4.7 4.8 3.9
cC18 0991 6.3 0.30 1.00 6.3 57 71 2.6
C18:1 0.992 16.0 0.29 0.97 4.4 4.2 9.9 8.8

7.3.6. Estudio del efecto matriz

Para evaluar el efecto matriz se empled una muestra de suero de un voluntario
adulto que se fortificé a dos niveles de concentracion (10 y 150 ng mL-") y se le
aplicé el método propuesto junto con la misma muestra de suero sin fortificar.
Como se puede observar en la Tabla 7.6, se obtuvieron valores de coeficientes
de recuperacion relativa cercanos al 100 % (94-117 %) para todos los analitos
a ambos niveles de concentracion, demostrando la ausencia de efecto matriz.
Esto se puede deber al empleo del patrén surrogado deuterado, el cual presenta
el mismo comportamiento que los analitos durante el procedimiento analitico.
Por esta razén se empled calibracion externa con patrén surrogado.

Tabla 7.6. Valores de los coeficientes de recuperacion relativa obtenidos en
suero humano para las acilcarnitinas de cadena larga objeto de estudio.

Coeficientes de

Analito aﬁaﬂiﬂ% E?:orr:f_\go recuperacion
9 9 relativa (%)
0 27 £ 1 -
C16 10 36+ 1 94 +7
150 170 £ 10 96 +3
0 55+ 1 -
c18 10 67 +2 11317
150 222 +6 111+3
0 46 + 1 -
C18:1 10 56 + 1 100+3
150 220+ 10 11719
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7.3.7. Anélisis de muestras

La determinacion de acilcarnitinas de cadena larga en suero informa sobre
desordenes acerca de la deficiencia de la carnitina palmitoiltransferasa Il (CPT-
1), la cual esta implicada en el metabolismo de los acidos grasos de cadena
larga. Este desorden es especialmente critico en recién nacidos, ya que la
deficiencia de la CPT-IlI puede causar fallos multiorganicos e incluso la muerte
si no se detecta a tiempo y no se recibe el tratamiento necesario [221].

Se analizaron muestras de suero de cinco recién nacidos para determinar los
niveles de concentracion de las tres acilcarnitinas de cadena larga objeto de
estudio empleando la estacion de trabajo robética y aplicando el método
propuesto. Como se puede observar en la Tabla 7.7, todos los compuestos de
interés fueron cuantificados en todas las muestras. Teniendo en cuenta los
valores limite de referencia de estas acilcarnitinas de cadena larga en muestras
de suero de recién nacidos (0.300 uM o0 119.9 ng mL-" para la C16, 0.300 uM o
128.3 ng mL-" para la C18 y 0.400 uM o 170.2 ng mL-" para la C18:1) [225], se
puede observar que la gran mayoria los valores obtenidos estan dentro de los
niveles normales de acilcarnitinas, siendo muy inferiores respecto a los
presentes en recién nacidos con deficiencia de CPT-Il. Sin embargo, el valor
para la C16 en las muestras de la 2 a la 5 estaba por encima del valor limite. No
obstante, las otras dos acilcarnitinas de cadena larga presentaban valores
inferiores al limite, indicando que los recién nacidos estaban sanos, tal y como
lo confirmd el hospital colaborador.

Tabla 7.7. Concentracién para las acilcarnitinas C16, C18 y C18:1 en suero de
cinco recién nacidos.

Concentracién

'::gl'gg c16 c18 c18:1
uM ng mL-" uM ng mL-" uM ng mL"
1 0.2870 + 0.0005 114.7+£0.2 0.154 + 0.002 66 + 1 0.1995 + 0.0002 84.9+0.1
2 0.353 + 0.002 141.2+0.8 0.201 £ 0.005 86 +2 0.303 + 0.005 129+ 2
3 0.427 + 0.002 170.7£0.7 0.228 + 0.001 97.5+0.6 0.3487 + 0.0007 148.4 £ 0.3
4 0.46 £ 0.01 184+ 5 0.194 £ 0.007 83+3 0.357 + 0.007 152+3
5 0.3223 + 0.0007 128.8+0.3 0.189 + 0.009 81+4 0.249 + 0.009 106 + 4

Tradicionalmente, las acilcarnitinas de cadena larga se han determinado
empleando la conocida prueba del talén, la cual se realiza rutinariamente en
recién nacidos de entre 24 hy 7 dias de edad en un gran niumero de paises para
el diagnéstico del desorden de la CPT-ll y otras enfermedades [226].
Especificamente, el procedimiento consiste en realizar una puncién en el talén

232



Capitulo 7

del bebé y recolectar una gota sobre un papel de filtro especial [227]. A
continuacion, se deja secar obteniendo una gota de sangre seca (Dried Blood
Spot, DBS) que se recolecta y sumerge en una disolucidon tampén para extraer
los analitos, midiendo el extracto resultante en el instrumento analitico
apropiado [228]. A pesar de que presenta ciertas ventajas como un facil
transporte y buena estabilidad de los analitos, también presenta algunas
desventajas como el control del volumen de sangre depositado y la obtencion
de una distribucion homogénea. Esto puede producir variaciones en la
concentracion de los analitos dependiendo del area especifica de la gota de
sangre sujeta a la desorcidon. También se debe considerar el tiempo que se
requiere para secar la gota de sangre y extraer los analitos (varias horas o
incluso toda la noche), asi como el posible efecto matriz [226].

7.3.8. Comparacién con métodos previos y evaluacion de Ila
sostenibilidad

En la Tabla 7.8 se muestra una comparacién del método desarrollado con
métodos previos basados en técnicas de microextraccion para la determinacién
de las acilcarnitinas C16, C18 y C18:1 en muestras bioldgicas. En el caso del
método basado en SPME se emple6 un elevado volumen de orina (4 mL), a
diferencia de los métodos basados en MEPS y EME, donde se emple6 0.1 mL
de muestra. Sin embargo, cuando el volumen disponible de muestra es muy
limitado, como es el caso de suero de recién nacidos, se requieren métodos que
empleen menores volumenes de muestra. Este es el caso del método
desarrollado, el cual solo emplea 0.04 mL de suero para el analisis. Respecto a
las condiciones de extraccion, se requieren elevados tiempos tanto para SPME
(1 h) como para EME (40 min). Esto puede ser un inconveniente para
laboratorios clinicos de analisis rutinarios, ya que solo se pueden tratar unas
pocas muestras por unidad de tiempo. Por el contrario, tanto el método
desarrollado como el basado en MEPS emplean menores tiempos de
extraccion, incrementando el nimero de muestras que se pueden tratar por
unidad de tiempo. Respecto al nimero de etapas, tanto MEPS como EME
requieren etapas previas como la dilucién de la muestra y/o vortex previas a la
extraccion, aumentando el tiempo del analisis. En el método desarrollado solo
se requiere de una etapa previa (centrifugacion de la sangre), siendo necesaria
para la obtencion de la muestra (suero), la cual se introduce directamente (sin
ningun tratamiento adicional) en el recipiente de extraccién. En cuanto a los
LODs, se obtuvieron valores del mismo orden para el método desarrollado que
para los métodos previos a pesar de emplear un menor volumen de muestra,
indicando que su reduccion no compromete la sensibilidad del método.
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Capitulo 7

El impacto ambiental de la etapa de preparacion de muestra se evalud y
comparé empleando la herramienta métrica AGREEprep [63]. Como se muestra
en la Figura 7.12, el impacto ambiental del método desarrollado es
significativamente inferior al de los métodos previos. Esto se debe a las
diferentes ventajas que presenta, como la baja generacién de residuos (criterio
4) y volumen de muestra requerido (criterio 5) y la mayor seguridad del operador
al no emplear reactivos téxicos (criterios 2 y 10). Los valores considerados para
cada criterio se muestran en la Tabla 7.9.

gD @ Ca
& &3 X e

SPME MEPS EME MDSPE

Figura 7.12. Evaluacion mediante AGREEprep de los métodos comparados.

Asimismo, se empled la herramienta BAGI (Blue Applicability Grade Index) [70]
para evaluar la practicidad del método desarrollado asi como de los métodos
previos. Como se muestra en la Figura 7.13, la practicidad del método llevado
a cabo en la estacién de trabajo robdtica es superior al método basado en SPME
y EME, presentando ventajas en cuanto al numero de muestras tratadas por
horay a la cantidad de muestra requerida. Sin embargo, la puntuacién es inferior
al método basado en MEPS, debido al menor nimero de muestras tratadas por
hora, a la necesidad de realizar la sintesis del material extractante y a la menor
cantidad de analitos determinados. Los valores considerados para cada criterio

se encuentran en la Tabla 7.10.

/N A
VV VV VV VV

SPME MEPS EME DMSPE

Figura 7.13. Evaluacion mediante BAGI de los métodos comparados.
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Tabla 7.9. Valores considerados en la aplicacién de la herramienta AGREEprep de
los métodos comparados.

Criterio

Método

SPME [204] MEPS [229]

EME [230]

DMSPE

1. Lugar de
preparacion de
muestra

2. Materiales
peligrosos
(gomL)

3. Sostenibilidad,
renovabilidad y
reusabilidad de
los materiales

4. Residuos

5. Cantidad de
muestra (g o mL)

6. Productividad

7. Integracion y
automatizacion

8. Consumo de
energia (W)

9. Andlisis
instrumental

10. Seguridad
del operador

Ex situ Ex situ

0.06 0.2

Los materiales
no son
sostenibles ni
renovables pero
se usan
diversas veces

< 25% de los

materiales son

sostenibles o
renovables y solo
se pueden utilizar

una vez
4.07 0.91
4 0.1
0.96 12
2 etapgs N 3 etapas, sistema
menos, sistema semiautomatizado
manual
20.66 1.66
Cromatografia Cromatografia de
de liquidos liquidos
4 0 mas

3 pictogramas pictogramas

Ex situ

< 25% de los
materiales son
sostenibles o
renovables y solo
se pueden utilizar
una vez

1
0.1

1.5
2 etapas o

menos,
semiautomatizado

100

Cromatografia de
liquidos

4 0 mas
pictogramas

On site

< 25% de los
materiales son
sostenibles o
renovables y solo se
pueden utilizar una
vez

0.25

0.04

3 etapas,
semiautomatizado

3.33

Cromatografia de
liquidos

2 pictogramas
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Tabla 7.10. Valores considerados en la aplicacion de la herramienta BAGI de los métodos

comparados.
Método
Criterio
SPME [204] MEPS [229] EME [230] DMSPE
Tipo de analisis Cuantitativo y Cuantitativo y Cuantitativo y Cuantitativo y
P confirmatorio confirmatorio confirmatorio confirmatorio
Andlisis oSt e Andlisis Andlisis
Andlisis multielemental de 6 6a15 multielemental de 6  multielemental de 2
multielementalo  a 15 compuestos de compuestos de la a 15 compuestos a 5 compuestos de
individual la misma familia pu de la misma familia la misma familia

Técnica analitica

Preparacion de
muestra
simultanea

Preparacion de
muestra

Muestras por
hora

Reactivos y
materiales

Preconcentracion

Grado de
automatizacion

Cantidad de
muestra

quimica

Instrumentacion
que no esta
comunmente
disponible en la
mayoria de los
laboratorios

Preparacion de
muestra empleando
microextraccion

<1

Reactivos
comercialmente
disponibles pero

poco comunes

Se requiere
preconcentracion.
Criterios legislativos
cumplidos tras
etapas complicadas

Semiautomatizado
con dispositivos
comunes

>1000 pL (o mg)
muestras bioldgicas

misma familia
quimica

Instrumentacion
que no esta
comunmente

disponible en la

mayoria de los
laboratorios

Preparacion de
muestra
empleando
microextraccion

>10

Reactivos
comercialmente
disponibles pero

poco comunes

Se requiere
preconcentracion.
Criterios
legislativos
cumplidos tras
etapas
complicadas

Semiautomatizado
con dispositivos
comunes

100-500 pL (o mg)
muestras
biolégicas

quimica

Instrumentacién
que no esta
comunmente

disponible en la

mayoria de los
laboratorios

Preparacion de
muestra empleando
microextraccion

<1

Reactivos
comercialmente
disponibles pero

poco comunes

Se requiere
preconcentracion.
Criterios
legislativos
cumplidos tras
etapas complicadas

Semiautomatizado
con dispositivos
comunes

100-500 pL (o0 mg)
muestras bioldgicas

quimica

Instrumentacién
que no esta
comunmente

disponible en la

mayoria de los
laboratorios

Preparacion de
muestra empleando
microextraccion

5-10

Sintetizados en el
laboratorio de
forma sencilla y con
material comun

Se requiere
preconcentracion.
Criterios legislativos
cumplidos tras
etapas complicadas

Semiautomatizado
con dispositivos
comunes

<100 pL (o mg)
muestras bioldgicas
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7.4. Conclusiones

En este trabajo se ha disefiado y fabricado una estacién de trabajo robdtica
controlada mediante software de cédigo abierto que permite llevar a cabo la
microextraccion dispersiva basada en sorbentes en muestras de muy bajo
volumen. El procedimiento consiste en la dispersion del material magnético en
la muestra empleando un iman de neodimio acoplado a un motor que se
encuentra suspendido en la parte superior de la muestra. El problema de una
posible contaminacién cruzada se elimina posicionando el iman en el exterior
del recipiente de extraccion, de forma que no entra en contacto ni con la muestra
ni con el material magnético. Para mejorar la operatividad se ha incluido un
electroiman que permite recuperar el material magnético después de su
dispersion, asi como un servomotor que facilita el acceso al recipiente de
extraccion con la finalidad de adicionar y retirar liquidos de forma mas cémoda
para el operador. Ademas, se ha disenado una carcasa impresa en 3D,
asegurando asi un facil transporte del dispositivo, colocando en su interior los
elementos de hardware y conexiones eléctricas pertinentes.

La estacion de trabajo robdtica desarrollada presenta ventajas como la
automatizacion de procesos (p. €j., parar la agitacion o retomarla (programado
previamente) sin depender del operador), asi como la deposicién instantanea
del material magnético al acabar la agitacion debido a la fuerte atracciéon que
ejerce el electroiman. Ademas, el empleo de tecnologia de codigo abierto y de
bajo coste hace que sea asequible para laboratorios con un presupuesto bajo,
sin estar limitados como es el caso de los sistemas robéticos comerciales.

Con perspectiva de futuro, se esta trabajando para mejorar algunas limitaciones
identificadas. De esta forma se pretende reducir el grado de intervencion del
operador mediante la automatizacién de etapas relacionadas con la adicién o
retirada de liquidos (fase dadora, disolvente de lavado o disolvente de
desorcion), reduciendo al maximo la manipulacién requerida por el analista.
Ademas, con la finalidad de aumentar el nUmero de muestras que pueden ser
tratadas por unidad de tiempo, se estad desarrollando una nueva configuracién
que permita tratar muestras en paralelo.

Como prueba de concepto, la estacidn de trabajo robética se ha empleado para
la determinacién de tres acilcarnitinas de cadena larga, las cuales son
biomarcadores del desorden de la CPT-Il en suero de recién nacidos. El método
desarrollado ha sido validado en términos de linealidad, LODs, precision y
exactitud. Se han analizado muestras de suero de cinco recién nacidos
obteniendo niveles normales de los compuestos estudiados. Ademas, el método
desarrollado se ha comparado con métodos previos que emplean la
microextraccion para la determinacion de estas tres acilcarnitinas, requiriendo
un menor volumen de muestra y un menor numero de etapas sin comprometer
la sensibilidad.

238



Conclusiones generales







Conclusiones generales

El objetivo principal de esta Tesis Doctoral ha sido el desarrollo de métodos
analiticos basados en técnicas de microextraccion para la determinacion de
biomarcadores en fluidos biolégicos. Ademas, se ha prestado especial atencion
a aspectos como la productividad, la automatizacién y el volumen de muestra
requerido, con la finalidad de obtener métodos eficientes basados en técnicas
de microextracciéon dispersivas que sean compatibles con muestras de bajo
volumen y a su vez que presenten el menor impacto ambiental posible.

En el Capitulo 3 se ha desarrollado un método analitico para la determinacion
de dos biomarcadores de estrés oxidativo (80OHdA y 80OHdG) en saliva
empleando SA-DSPE. Para la extraccion de los analitos se ha empleado un
sorbente comercial de tipo HLB. En el estudio del efecto matriz se ha concluido
que este es significativo, por lo que se ha empleado un calibrado de adicién de
patrén para corregir dicho efecto.

En el Capitulo 4 se ha desarrollado un método para la determinaciéon de 8SOHdA
y 80HdG en saliva que presenta diversas mejoras con respecto al trabajo
realizado en el capitulo anterior. En este sentido, se ha empleado la mSBSDME
como técnica de microextraccioén y un material magnético compuesto de PDA y
GQDs como sorbente, evitando asi etapas de centrifugacion. Ademas, el uso de
BPS-ds como patrén surrogado ha permitido emplear calibracion externa.

Respecto al Capitulo 5, se han determinado bisfenoles tanto en suero como en
orina mediante mMSBSDME. Con la finalidad de determinar el contenido total de
estos analitos y no solo la fraccion libre, se ha llevado a cabo una enzimdlisis
previa a la etapa de microextraccion. Como sorbente se han empleado
nanoparticulas magnéticas funcionalizadas con un COF.

En el Capitulo 6 se ha llevado a cabo la determinacion en suero de dos
acilcarnitinas de cadena corta (isoC4 y C5), las cuales son biomarcadores de
cancer de vejiga. Como material sorbente magnético se ha empleado un
polimero de intercambio catidnico fuerte al cual se le han incrustado
nanoparticulas magnéticas.

Finalmente, en el Capitulo 7 se ha disefiado y fabricado una estacién de trabajo
robdtica de bajo coste controlada por software de cédigo abierto para el analisis
de muestras de baja disponibilidad mediante DMSPE. Con la finalidad de
asegurar la portabilidad del dispositivo se ha disefiado una carcasa en 3D para
situar los elementos de hardware. Esta plataforma robdtica se encuentra
patentada. Como prueba de concepto se ha llevado a cabo la determinacion de
tres acilcarnitinas de cadena larga (C16, C18 y C18:1) en suero.

Como se ha comentado anteriormente, uno de los objetivos especificos de la
presente Tesis Doctoral ha sido el desarrollo de métodos que presentaran una
elevada productividad. Por ello, se han desarrollado varias metodologias que
permiten tratar diversas muestras en paralelo. En este sentido, en el Capitulo 3
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se ha empleado un agitador orbital termostatizado con 24 posiciones. Sin
embargo, el empleo de un calibrado de adicion de patrén disminuye la
productividad, solo pudiendo tratar 4 muestras de forma simultanea. En los dos
capitulos posteriores (Capitulos 4 y 5), se ha empleado una plataforma que
permite la extraccion de hasta 15 muestras de forma simultanea. Finalmente, en
el Capitulo 6 la productividad se ha aumentado considerablemente mediante el
empleo de una plataforma de 96 posiciones. Por tanto, como se puede observar,
el numero de muestras tratadas en paralelo ha aumentado notoriamente desde
4 (Capitulo 3) hasta 96 (Capitulo 6), dejando de lado el Capitulo 7 cuyo
objetivo no era obtener un método de tratamiento de muestras en paralelo, sino
desarrollar una estacion de trabajo robética para incrementar la automatizacion
de los procesos de microextraccién dispersiva.

En este sentido, acorde con otro de los objetivos especificos de esta Tesis
Doctoral, se ha desarrollado un primer prototipo de estacién roboética (Capitulo
7). Pese a que actualmente se requiere la intervencion manual y, por tanto, el
método desarrollado se puede considerar semiautomatizado, es un primer paso
hacia el desarrollo de una estacion de trabajo robdética totalmente automatizada.
Ademas, en el grupo de investigacion, y en el marco de un proyecto del Plan
Nacional recientemente concedido (PID2024-162539NB-100), se esta
trabajando para aumentar el nimero de muestras que se pueden tratar en
paralelo, asi como el grado de automatizacion, aunando ambos conceptos, es
decir, incremento del nivel de automatizaciéon y tratamiento de muestras en
paralelo.

También cabe destacar que todos los métodos desarrollados requieren de un
bajo volumen de muestra. En este sentido, en el Capitulo 3 se han empleado 3
mL de saliva, en el Capitulo 4 350 pL de saliva, en los Capitulos 5y 6 100 uL
de orina y/o suero, y en el Capitulo 7 40 pL de suero. Esta disminucién del
volumen de muestra es de gran relevancia en el campo del bioanalisis ya que
permite llevar a cabo el tratamiento de muestras de baja disponibilidad.

Estos aspectos se recogen de forma resumida en el siguiente esquema:
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Capitulo 3 Capitulo 4 Capitulo 5

4 muestras 15 muestras 15 muestras
SA-DSPE mSBSDME mSBSDME
3 mL saliva 350 pL saliva 100 pL suero u orina

Capitulo 7 Capitulo 6
1 muestra 96 muestras
(semiautomatizado) mSBSDME
DMSPE 100 pL suero
40 pL suero

Ademas, las mejoras evidenciadas en los métodos desarrollados a lo largo de
la presente Tesis Doctoral en términos de productividad, automatizacién y
volumen de muestra requerido se han reflejado en las puntuaciones obtenidas
al aplicar la herramienta AGREEprep. En este sentido, los valores han ido
creciendo desde 0.34 (Capitulo 3) hasta 0.67 (Capitulo 7).

Capitulo 3 Capitulo 4 Capitulo 5 Capitulo 6 Capitulo 7

E— )

En base a todo ello, se considera que los objetivos inicialmente planteados han
sido alcanzados y los resultados obtenidos contribuyen de forma significativa a
la generacién de conocimiento en el campo de la preparacién de muestra, y mas
concretamente en el campo de las técnicas de microextraccion.
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Anexo |

Diseno de Box-Behnken

Los disefios de Box-Behnken son una clase de desefios giratorios o casi
giratorios de segundo orden basados en disefios factoriales incompletos de tres
niveles. El nUmero de experimentos requeridos para el desarrollo del disefio (N)
se define mediante la siguiente ecuacion:

N =2k(k-1)+C, (Ec. A-1.1)

donde k es el numero de factores y Cp el numero de puntos centrales. Se aplico
la siguiente ecuacién cuadratica polindmica para evaluar la regresion lineal de
cada respuesta:

Y=Bo+XB:iXi+ X BuX? + X BijXiX;+€ (Ec.Al2)

donde Y es la respuesta analitica; o es un término constante; i, B y Bij son los
coeficientes de regresion del disefio; Xi y X;j son las diferentes variables; y € es
el error residual.

Se aplico la deseabilidad global del experimento (D) para evaluar las diferentes
respuestas y alcanzar las condiciones oOptimas de extraccién consiguiendo
maximizar las respuestas analiticas de los analitos:

D = (dy(Yy) - da(Yy) -+ dp(Y))" (Ec. A-1.3)

donde n es el nimero de respuestas en el proceso de optimizacion y di(Yi) es la
deseabilidad individual de cada respuesta en el experimento. La deseabilidad
individual se calcula como:

Yi=Ymi
di = —— (Ec. A-1.4)
Ymax—Ymin

La deseabilidad toma valores de entre 0 y 1 para cada respuesta.
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Disefio Simplex-Centroid

El ajuste para la regidon simplex establecida para el estudio se delimitd en tres
pseudocomponentes (variables independientes (X1, X2, X3)), comprendiendo
valores de 0 a 1. El numero de experimentos requeridos para el desarrollo de
los disefos (N) se define como:

N=29-1 (Ec. A-1.5)
donde q es el numero de componentes en la mezcla.

Los puntos del disefio en este modelo estadistico son representados en
diagramas triangulares mediante ecuaciones polindmicas definidas por el orden
g de la mezcla. El disefio normalmente encaja con tres modelos: lineal (Ec. A-
1.6), cuadratico (Ec. A-1.7) o cubico especial (Ec. A-1.8):

Y =X BiX;i+e (Ec. A-1.6)
Y =YL, BXi + XL ByXiX; + e (Ec. A-L7)

Y=3L,8:X + ZZ;L,- PijXiXj + ZZZ?<j<k/>’i,-kXinXk + ¢ (Ec. A-1.8)

Las interacciones se evaluan mediante Bi, Bij y Bik; siendo Xi, Xj y Xk los factores
estudiados y Y la respuesta experimental a los factores.

La deseabilidad global del experimento (D) (Ec. A-1.3) se aplico para evaluar las
diferentes respuestas y para conseguir las condiciones 6ptimas de extraccion,
con la finalidad de maximizar las respuestas analiticas de los compuestos
estudiados. La deseabilidad individual de cada respuesta (di(Yi)) se calculd de
acuerdo con la Ec. A-1.4. Los valores de deseabilidad se encuentran entre O y 1.
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Diseno Doehlert

Los disefios Doehlert se obtienen a partir de simplexes (figuras geométricas
regulares con k + 1 vértices) regulares de k dimensiones, cuando eluden un
punto central indicando una regién 6ptima. Yuxtaponiendo los simplex, es
posible cubrir todo el espacio k-dimensional, hasta que los vértices formen una
red de puntos igualmente espaciados.

El numero de experimentos que se requieren para los disefios desarrollados (N)
se define de la siguiente forma:

N=k*+k+C, (Ec. A-1.9)

donde k es el numero de factores y Cp son las réplicas del punto central. Se
aplicé la Ec. A-1.2 para evaluar la regresion lineal de cada respuesta.
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