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EDITORIAL
Queridos/as socios/as de la SEQA y compaferos/as.

Tal vez ya se nos ha olvidado, pero no hace tanto tiempo vimos alterado el desarrollo normal de
nuestra vida diaria y cientifica. Como resultado se alteraron las fechas de nuestras reuniones,
convocatorias de premios etc.

En todo caso y como muestra de la recuperacién progresiva y esperamos que definitiva, acaba de
finalizar el plazo para optar a los premios SEQA-Miguel Valcarcel a la mejor Tesis Doctoral y Joven
Investigador. Ademas, volvemos a recuperar la Jornada Docente. En la que sera su 82 edicidn, se
trataran temas de maximo interés, como por ejemplo las estrategias para el aprendizaje en las
practicas de laboratorio, una vision retrospectiva de la evaluacion del profesorado o la aparicion de
la Inteligencia artificial. Nos conviene como profesores estar al dia de las capacidades de esta nueva
herramienta, tanto para actualizar nuestra docencia como para controlar qué hacen a partir de
ahora nuestros estudiantes, no sea que acabemos evaluando la tal inteligencia (o nos evalue ella a
nosotros). Asi que aprovechamos este medio para invitaros a Toledo y hacer de la reunién un éxito.

Por lo demas, este numero contiene articulos dedicados a la docencia y otros de investigacion, de
un nivel innegable que permite mantener un interés importante en este medio de comunicaciéon
entre la sociedad analitica. Tal vez no lo hagamos con la frecuencia de debiamos, gracias a todos los
que hacéis esto posible.

Por el Comité Editorial
E.Barrado
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Abierta la inscipcion para la VIII Jornada docente
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ACTIVIDADES DE APRENDIZAJE AUTONOMO PARA LA PREPARACION DE LAS CLASES DE LABORATORIO
DE QUIMICA ANALITICA: VIDEOS DEMOSTRATIVOS Y CUESTIONARIOS DE FORMACION

Juan Gabriel March, Edwin Palacio, Laura Ferrer
Departamento de Quimica, Facultad de Ciencias, Universitat de les Illes Balears,
Cra. de Valldemossa, km 7,5. 07122 Palma (Illes Balears)

Resumen

En los actuales grados en Quimica, el numero de horas
presenciales de trabajo en el laboratorio suele estar muy
ajustado. Esta limitacién horaria exige organizar y
orientar las sesiones presenciales de laboratorio de
manera que permitan un éptimo aprovechamiento y
asegurar asi los objetivos de aprendizaje planteados en
cada asignatura.

Asi, con el fin de mejorar la imparticién de las clases de
laboratorio, hemos desarrollado un proyecto de
innovacion docente basado en la realizacion por parte de
los estudiantes de una actividad pre-laboratorio
auténoma consistente en la visualizacion de unos videos
demostrativos y en la realizaciéon de unos cuestionarios
de aprendizaje a responder después de la visualizacién
de los videos.

La asignatura seleccionada para llevar a la practica el
proyecto ha sido Experimentacién en Quimica Analitica
del Grado en Quimica de la Universidad de las Islas
Baleares durante el curso 2021-22 (30 estudiantes).

Los resultados derivados de la realizaciéon de esta
actividad pre-laboratorio han sido evaluados mediante
encuestas y técnicas de observacion.

La actividad ha tenido una buena aceptacién por parte
de los estudiantes y entendemos que ha sido
especialmente positiva para aquellos menos motivados.
Se ha conseguido una mayor comprensiéon de los
procedimientos descritos en el guion y ello ha derivado
en un mayor aprovechamiento del trabajo presencial.

1. INTRODUCCION

El Espacio Europeo de Educaciéon Superior (EEES)
propone un modelo de ensenanza-aprendizaje en el que
el estudiante debe ser capaz de generar conocimiento de
forma auténoma con el apoyo del profesorado. Para ello,
progresivamente, se han ido introduciendo (y
adaptando) estrategias didacticas innovadoras que
pretenden facilitar el trabajo auténomo del estudiante y
la adquisicion de competencias. En este contexto, el
video educativo se ha convertido en un eficiente recurso
didactico de aprendizaje auténomo que puede facilitar,
por una parte, la adquisicién de conocimiento por parte
de los estudiantes y por otra, la labor del profesor [1]. De
hecho, durante los meses de confinamiento del curso
2020-21 decretado para controlar la pandemia de

COVID-19, el video, conjuntamente con otras estrategias
basadas en el uso de Tecnologias de la Informaciéon y la
Comunicacion (TICs), se populariz6 en gran medida y se
consolidé como herramienta didactica de alto potencial
para fortalecer el proceso de enseflanza-aprendizaje de
los estudiantes [2]. Asi, las llamadas "pildoras
audiovisuales” se utilizaron como material didactico en
asignaturas tanto tedricas como practicas para facilitar
la adquisicion de competencias por parte de los
estudiantes [3].

Otro recurso de utilidad demostrada que también puede
motivar al estudiante en su proceso de aprendizaje es el
cuestionario formativo. Este tipo de cuestionarios
permiten autoevaluar conocimientos y el ritmo de
aprendizaje [4]. Por otra parte, los objetivos de
aprendizaje de los grados en ciencias experimentales, en
general, y de los grados en Quimica, en particular,
incluyen la adquisicién de competencias centradas en la
habilidad para el trabajo en el laboratorio, tales como las
relacionadas con la realizacién de procedimientos, la
monitorizacion de propiedades fisico-quimicas, la
utilizacion de instrumentos y la gestion de riesgos. Para
alcanzar estos objetivos, y asi asegurar la preparacion de
los futuros graduados para su ejercicio profesional, las
practicas de laboratorio son imprescindibles.

Aun asi, en los actuales grados en Quimica, el numero de
horas presenciales de trabajo en el laboratorio suele
estar muy ajustado, lo que exige organizar y orientar las
sesiones presenciales de trabajo experimental de
manera que permitan un 6ptimo aprovechamiento y
asegurar asf los objetivos de aprendizaje planteados en
cada asignatura.

Habitualmente, para realizar las practicas, los
estudiantes disponen de los correspondientes guiones
escritos donde se describen (mas o menos
detalladamente, dependiendo de las caracteristicas de
cada asignatura) los pasos a seguir para la correcta
ejecucion de los procedimientos. No obstante, a veces, es
dificil transmitir por escrito la realizacion de
determinadas operaciones manuales y, ademads, los
estudiantes menos motivados no suelen preparar
adecuadamente la practica a realizar. Asi, se puede dar
el caso de que un estudiante inicie la practica sin tener
completamente asimilados los pasos a seguir, el material
a utilizar y/o su uso correcto. En estos supuestos, se
pueden cometer importantes errores en el desarrollo
del trabajo experimental que, ademas de suponer un
desaprovechamiento del tiempo presencial, también
pueden comprometer la seguridad en el laboratorio. Asi,
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es habitual que el profesor deba invertir una parte
importante del tiempo (sobre todo en las etapas iniciales
de las sesiones) en repetir instrucciones y corregir
habitos de trabajo, lo que acaba restando cierto
dinamismo al proceso de ensefianza-aprendizaje y
también podria desmotivar a parte del alumnado.

En este contexto, considerando las potencialidades del
uso de videos demostrativos para la adquisicion de
habilidades de caracter practico y con el fin de facilitar
la imparticion de las clases de laboratorio, hemos
desarrollado un proyecto de innovacidon docente basado
en la realizacién por parte de los estudiantes de una
actividad pre-laboratorio de apoyo al guion de practicas
consistente en la visualizacion de unos videos
demostrativos, ceflidos al guion escrito, y en la
realizacion de unos cuestionarios de aprendizaje sobre
aspectos de los videos y de los guiones que los
estudiantes deben conocer antes de empezar el trabajo
experimental. La evaluacién del impacto de la actividad
propuesta sobre el desarrollo de las sesiones de
laboratorio y sobre la adquisicién de habilidades se ha
llevado a cabo mediante encuestas y técnicas de
observacion. Los resultados han permitido concluir que
esta actividad previa ha facilitado, por una parte, la
adquisicion de habilidades practicas por los estudiantes
y, también, la labor docente del profesor.

2. DESARROLLO DEL PROYECTO

La actividad pre-laboratorio en la que se basa el
proyecto se llevd a la practica durante el curso
académico 2021-22. Participaron 30 estudiantes
matriculados en la asignatura Experimentaciéon en
Quimica Analitica del Grado en Quimica de la
Universidad de las Islas Baleares. Esta es una asignatura
de 6 créditos ECTS que se imparte en el segundo
cuatrimestre del tercer curso por lo que, si los
estudiantes siguen la programacién establecida en el
Plan de Estudios (lo que lamentablemente no siempre es
asf), al llegar a esta asignatura ya han cursado todas las
asignaturas teéricas del médulo de Quimica Analitica, y
varias asignaturas de laboratorio: dos laboratorios de
quimica general, y los laboratorios especificos de las
areas de conocimiento de Quimica Inorganica y Quimica
Organica. Asi, cabe suponer que los estudiantes ya
cuentan con un buen nivel de formacién tedrico-practica
y, en esta asignatura, se ha optado por reducir al minimo
las explicaciones sobre los fundamentos de los distintos
experimentos y potenciar los aspectos practicos. Para el
desarrollo de las sesiones de laboratorio, los estudiantes
disponen de un guion que incluye una introduccion,
donde se recuerdan los aspectos teodricos basicos
necesarios para una correcta comprensiéon e
interpretacion de los experimentos, y los
procedimientos detallados. La asignatura consta de 20
sesiones de cuatro horas, dos de las cuales son de aulay
las restantes de laboratorio, en donde los estudiantes
realizan 16 practicas distintas trabajando en grupos de
dos. De cada practica, cada grupo debe presentar un
breve informe que incluye, basicamente, resultados

experimentales y calculos. Acabada la asignatura, se
realiza un examen escrito.

Por motivos de disponibilidad de recursos, durante una
misma sesién de laboratorio, se realizan tantas practicas
distintas como grupos de estudiantes lo que hace
impracticable realizar una explicaciéon previa de los
contenidos del guion por parte del profesor. Asi, se
propone al estudiante que prepare la practica a realizar
en el laboratorio como parte de su trabajo auténomo. A
pesar de que se insiste mucho en la importancia de esta
preparacion previa, no todos los estudiantes la llevan a
cabo adecuadamente, y ello genera muchas consultas al
inicio de cada sesidn que, en ocasiones, no pueden ser
atendidas con la atencién y detalle que corresponde. Por
lo expuesto, se considera que esta asignatura constituye
un excelente contexto donde plantear una actividad pre-
laboratorio que ayude, estimule y motive al estudiante a
preparar las sesiones practicas de forma auténoma.

Recursos preparados para el desarrollo del
proyecto: videos y cuestionarios

Para el desarrollo del proyecto, se han preparado videos
demostrativos y cuestionarios formativos sobre las
practicas.

Los videos se centran basicamente en la parte
procedimental (manipulaciones, montajes e
instrumentaciéon) y en aspectos de seguridad de las
operaciones que comportan cierto riesgo. Con el fin de
no alargar excesivamente los videos, los aspectos
tedricos que se considera necesario recordar se
resumen en la introducciéon de los guiones escritos y
apenas se tratan en los videos. Aun asi, la duracion
media de los videos ha resultado de unos 10 minutos,
que ya excede la duracién oOptima que, segin
determinados docentes, deberian tener los videos
universitarios para favorecer un maximo
aprovechamiento por parte de los estudiantes [5].

Las tomas fueron grabadas por los profesores utilizando
teléfonos inteligentes en el mismo laboratorio,
siguiendo exactamente las instrucciones del guion
escrito de la practica. Posteriormente fueron editadas
utilizando el software de postproduccidon audiovisual
DaVinci Resolve. La version gratuita de este programa
(https://www.blackmagicdesign.com/es/products/dav
inciresolve) es muy completa. Permite trabajar con
varias lineas de tiempo, tanto de video como de audio, lo
que en nuestro caso ha resultado muy util por permitir
tener en una misma pantalla tomas de distinta
perspectiva de una misma escena. También permite
facilmente insertar textos escritos, superponer audios,
ajustar el volumen del audio por tramos, cambiar la
velocidad de reproduccion, insertar fotogramas fijos y
efectuar transiciones entre los distintos clips. A cambio,
es aconsejable que el ordenador que se utilice disponga
de 32 GB de RAM y de una buena tarjeta grafica. En
cuanto al audio, se ha optado por grabarlo después del
montaje, ya que de esta manera se pueden preparar y

Actualidad Analitica 82 (2023)

Pdgina 7


https://www.blackmagicdesign.com/es/products/davinciresolve
https://www.blackmagicdesign.com/es/products/davinciresolve

ACTUALIDAD ANALITICA

reflexionar los comentarios y explicaciones del profesor,
resultando de esta manera, en nuestra opinién, unos
videos mas instructivos. En la Figura 1 se muestran
capturas de pantalla de uno de los videos.

Figura 1. Capturas de pantalla de uno de los videos.

Los cuestionarios formativos constaban de preguntas
tedrico-practicas sobre aspectos del video y del guion
que los estudiantes deben conocer y comprender antes
de iniciar el trabajo experimental. El objetivo de estos
cuestionarios es el aprendizaje (no la evaluacién) y por
ello los estudiantes debian repetir los intentos hasta
conseguir la maxima nota.

Los estudiantes matriculados tenian acceso a ambos
recursos (videos y cuestionarios) a través de la pagina
de la asignatura en la plataforma Moodle.

3. SEGUIMIENTO Y VALORACION

Las visualizaciones de los videos y el nimero de intentos
necesitados para obtener la maxima nota en los
cuestionarios se monitorizaron a través de Moodle.

Con el fin de valorar las repercusiones de esta actividad
en el proceso de ensefianza-aprendizaje, y conocer la
percepcién de los estudiantes respecto a su utilidad, en
la ultima sesiéon de laboratorio, los estudiantes
contestaron una encuesta anénima donde indicaban el
nivel de acuerdo con una serie de afirmaciones sobre los
cuestionarios y los videos. El enunciado de las
afirmaciones, las 5 opciones de respuesta para cada
afirmacién y el nimero de estudiantes que ha optado
por cada una de las respuestas se agrupan en la Tabla 1.
Ademas, la encuesta incorporaba una pregunta abierta
para que los estudiantes pudieran afiadir comentarios.
Por otra parte, en el laboratorio, el profesorado realiz6
un seguimiento sobre la forma de trabajar de los
estudiantes y su actitud basado en técnicas de
observacién.

En cuanto a los resultados de este seguimiento, cabe
indicar que todos los estudiantes visualizaron los videos
antes de la sesién presencial y contestaron la encuesta
completa. En cuanto a los cuestionarios de aprendizaje,

el nivel de participacién también fue elevado, pero no
del 100 %. Un 17 % de los estudiantes no contestaron
todos los cuestionarios antes de comenzar las clases de
laboratorio.

Los datos de la Tabla 1 revelan que casi el 83% de los
estudiantes pensaron que los videos previos al
laboratorio ayudaron a comprender los procedimientos
de las practicas. En cuanto a los cuestionarios de
aprendizaje, a pesar de tener un grado considerable de
aceptacion, no resultaron relevantes para el 10% de los
estudiantes encuestados. Un total del 83% de los
estudiantes estuvo de acuerdo en que los videos previos
al laboratorio permiten reducir el tiempo de
preparacion de la sesion practica y el 97% estuvo de
acuerdo en que el video les permitié trabajar mas
rapido. Por otro lado, el 73% y el 90% de los estudiantes
consideran que, los videos y los cuestionarios,
respectivamente, ayudan a prevenir errores en el
trabajo experimental. En cuanto al impacto sobre la
mejora de la seguridad en el laboratorio, el 60% de los
estudiantes estuvo totalmente de acuerdo en que los
videos permiten trabajar de manera mas segura, y el
27% estuvo solo parcialmente de acuerdo. Por tultimo,
cabe senalar que mas del 95% de los estudiantes
estuvieron de acuerdo en que esta actividad
complementaria mejora la asignatura.

En cuanto al apartado abierto de la encuesta, no hubo
comentarios negativos y, entre los positivos, cabe
destacar los siguientes:

"Los videos previos al laboratorio y los cuestionarios de
aprendizaje me ayudaron a preparar la prdctica.”

“Los videos pre-lab son muy explicativos, y los
cuestionarios también ayudan, en algunos casos, con
cdlculos para la preparacién de informes.”

“Es la primera vez que veo videos en una asignatura de
laboratorio.”

"Los videos previos al laboratorio son buenos porque
explican las prdcticas con algunos detalles mds que el
guion y esto nos ayuda a la hora de hacer la prdctica.”

En cuanto al seguimiento realizado por el profesorado,
en comparacion con los cursos anteriores, se evidenci6
que, en general, los estudiantes trabajaron con mas
soltura y autonomia. Se evito el cimulo de consultas en
los primeros momentos de las sesiones que, en
ocasiones, impedia atender con inmediatez a los
estudiantes, formandose colas de espera que generaban
un cierto agobio. Nos ha parecido que esta actividad ha
sido especialmente 1util para los estudiantes menos
motivados y/o inseguros, y ha evitado errores en
aquellos estudiantes mas resolutivos que rapidamente
empiezan a trabajar sin haber interpretado
correctamente el guion escrito. En cierta medida se ha
evitado el desanimo que padecen algunos estudiantes
cuando no saben cdmo empezar y, en algunos casos, el
trabajo experimental planificado, se ha completado en
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menos tiempo. Asi, el profesor, al tener que atender
menos consultas sobre los procedimientos, ha podido
interactuar mas con los estudiantes, corrigiendo habitos
o planteando discusiones que han aportado mas criterio
y dinamismo al trabajo experimental. De esta manera, la
actividad propuesta ha resultado positiva para los

estudiantes, y también para los profesores que pueden
guiar las practicas de una forma menos estresada y mas
personalizada. Ademas, este tipo de materiales de apoyo
pueden ser muy utiles para aquellos nuevos profesores
o colaboradores que imparten la asignatura por primera
vez.

Tabla 1. Respuesta de los estudiantes a las preguntas de la encuesta (n=30).

Afirmacién a valorar Nivel de acuerdo con la afirmacién ()
5 4 3 2 1
El video me ha ayudado a entender la parte procedimental de la 25 5 i i i
practica (83%) (17%)
15 10 4 1
El cuestionario me ha ayudado a entender la practica (50%) (40%) (7%) (3%) -
El video me ha permitido preparar la practica con menos tiempo 15 10 4 1 i
de estudio (50%) (33%) | (13%) (3%)
15 14 1
El video me ha permitido trabajar mas rapido (50%) (47%) (3%) ) i
17 5 8
El video me ha ayudado a no equivocarme (57%) 16%) | 27%) - -
15 12 2 1
El cuestionario me ha ayudado a no cometer errores (50%) (40%) (7%) (3%) i
El video me ha permitido trabajar en el laboratorio de forma mas 18 8 4 i
segura (60%) (27%) | (13%) -
25 4 1
En general, este tipo de videos mejoran la asignatura (83%) (13%) - (3%) -
En general, este tipo de cuestionarios mejoran la asignatura 21 ° - - -
(70%) (30%)

(@ 5: Muy de acuerdo. 4: Parcialmente de acuerdo. 3: Indiferente. 2: Parcialmente en desacuerdo. 1: Muy en desacuerdo.

Generalmente, en esta asignatura los estudiantes
obtienen notas altas, dificilmente mejorables, y por ello,
esta actividad complementaria no ha tenido su
correspondiente reflejo en una mejora de las
calificaciones (las medias de los ultimos afios no han
sido significativamente distintas).

Con base en todos estos resultados, se puede afirmar que
a través de la actividad de apoyo propuesta (videos
previos a la sesién de practicas mas cuestionarios de
aprendizaje) se ha transmitido una mayor comprension
de los procedimientos descritos en el guion y se ha
logrado un mayor aprovechamiento del trabajo
presencial que ha resultado ser especialmente
beneficioso en los momentos iniciales de las sesiones,
traduciéndose todo ello en una clara y evidente mejora
del proceso de ensefianza-aprendizaje que facilita la

Actualidad Analitica 82 (2023)

consecucion de los objetivos de aprendizaje de la
asignatura.

4. PERSPECTIVAS DE MEJORA DE LA ACTIVIDAD

Con base en la valoracién descrita, en los préximos
cursos, vamos a implantar esta actividad como un
recurso de apoyo a los guiones de practicas, e intentar
mejorarla para hacerla mas eficiente.

En este sentido, para el curso siguiente, para algunas
practicas, en lugar de dividir la actividad en dos partes:
visualizacion del video y, separadamente, contestar el
cuestionario, se elaboraran videos interactivos con el
objetivo de integrar en un mismo soporte las dos partes
de la actividad, haciéndola mas dinamica.
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En los videos interactivos, las preguntas se insertan en
los puntos de la linea de tiempo que se consideran mas
adecuados. Al llegar a una pregunta el video se detiene y
el estudiante debe contestar para continuar la
visualizacion. Si no sabe la respuesta, o ha contestado
erroneamente, puede volver atras.

Estos videos se pueden elaborar desde la misma
plataforma Moodle. En la pagina de la asignatura,
accedemos al banco de contenidos y afiadimos un video
interactivo. Asi, aparece una interfaz que permite subir
el video a modificar y afadirle las interacciones que se
consideren oportunas, que en nuestro caso seran
preguntas a contestar por los estudiantes. Una vez
insertadas las interacciones, el nuevo video se pone a
disposicion de los estudiantes en la pagina de la misma
asignatura insertdndolo como una actividad H5P.

5. CONCLUSIONES

La actividad pre-laboratorio llevada a cabo ha resultado
ser un recurso util para mejorar el ritmo de aprendizaje
de los estudiantes y, también en gran medida, ha
facilitado la labor docente de los profesores.

La actividad ha tenido una buena aceptacion por parte
de los estudiantes y entendemos que ha sido
especialmente positiva para aquellos menos motivados.
Como consecuencia de una mejor preparacion de las
practicas con base en esta actividad pre-laboratorio, en
las sesiones presenciales de laboratorio, han disminuido
notablemente las consultas sobre aspectos de
procedimiento y las observaciones a realizar por los
profesores sobre habitos de trabajo a mejorar.

Ademas, este tipo de materiales didacticos pueden ser
de interés para los docentes mas noveles y/o
colaboradores que tengan que impartir la asignatura por
primera vez.

Finalmente, como mejora de esta actividad cabe
plantear la posibilidad de integrar las preguntas del
cuestionario en los mismos videos, transformandolos en
videos interactivos que aporten un mayor dinamismo al
trabajo auténomo del estudiante.
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EVALUACION ANALITICA DEL USO DE NANOESTRUCTURAS PARA MEJORAR EL
TRANSPORTE Y LA INCORPORACION CELULAR DE COMPUESTOS DE PLATINO.

Maria Montes Bayon, Lucia Gutierrez Romero, Daniel Turiel Fernandez, Elisa Blanco Gonzalez
Departamento de Quimica Fisica y Analitica. Facultad de Quimica. Universidad de Oviedo.
C/Julian Claveria 8, 33006. Oviedo

Introduccién

Aunque es cierto que el cisplatino es uno de los farmacos
mas utilizados para el tratamiento de numerosos tipos
de canceres, entre los que se encuentran los de pecho,
ovario, testiculo o pulmones, entre otros, los
mecanismos de resistencia que aparecen como
consecuencia del tratamiento, asi como sus efectos
secundarios (p.e. nefrotoxicidad y ototoxicidad) hacen
necesaria la mejora de la quimioterapia con cisplatino
para aumentar su efectividad y su especificidad (1). En
este sentido, parece que una de las posibilidades vendria
asociada al empleo de nanotransportadores, es decir,
estructuras nanométricas que transporten el farmaco de
forma mas efectiva y especifica al tumor (2). En ciertas
ocasiones se emplean estos nanotransportadores para
transportar el cisplatino junto con otro firmaco, de
modo que por efecto sinérgico se potencie el efecto
antitumoral. Estas nanoestructuras se acumulan en los
tumores o bien haciendo uso del efecto de retencién y
permeabilidad aumentada (EPR del inglés “enhanced
permeability and retention”) o bien de una
administracion controlada y especifica empleando
ligandos o anticuerpos unidos al nanotransportador, de
manera que se pueda distinguir entre el tejido sano y el
tumoral. Una ventaja adicional de los
nanotransportadores es que, permiten en muchas
ocasiones una liberacién controlada del fArmaco (3).

De entre los nanotransportadores mas empleados para
el transporte de cisplatino destacan, por un lado,
aquellos que encapsulan o atrapan el farmaco en su
interior como los liposomas. Los liposomas son
estructuras esféricas creadas de forma artificial
empleando colesterol o fosfolipidos, con la caracteristica
de no ser téxicos. Estas estructuras presentan grandes
ventajas a la hora de ser usadas como
nanotransportadores ya que son capaces de mejorar la
eficacia del cisplatino y por lo tanto su efecto
terapéutico. El hecho de poder encapsular el cisplatino
en su interior aumenta su estabilidad, mejora su
biocompatibilidad, reduce los efectos téxicos explicados
anteriormente y permite una unién especifica al tumor
si se emplean ligandos en la superficie del liposoma. En
nuestro grupo de investigaciéon se ha investigado la
posibilidad de encapsular el cisplatino en estructuras
proteicas en lugar de fosfolipidos o empleando
nanoparticulas metalicas como soporte del pro-farmaco
que luego se liberard en el citosol celular. En las
siguientes secciones se resumirdn los resultados
obtenidos en cada una de estas investigaciones.

A) La ferritina humana como sistema de
encapsulacion de cisplatino. La ferritina es una
proteina que se encuentra de forma natural en nuestro
organismo cumpliendo la funcién de almacén de hierro
y de detoxificacién del mismo. Se trata de una proteina
formada por 24 subunidades. Estas subunidades se
pueden dividir en dos clases, las de tipo H o de tipo L,
siendo éstas diferentes entre si en su peso (pues las H
son mas pesadas que las de tipo L) y en su funciéon
(mientras las subunidades H tienen una funcién de
oxidacion frente al hierro, las subunidades L hacen
posible la acumulacién del hierro en el interior de la
proteina). Las 24 subunidades se agrupan entre si
generando una estructura esférica de unos 12 nm con
una cavidad interna de 8 nm, en donde el hierro se
almacena de forma natural en forma nanoparticulada,
concretamente en forma de ferrihidrita (complejo de
oxi-hidroxi-fosfato férrico), pudiendo almacenar hasta
4500 atomos de hierro en su interior.

La ferritina tiene la asombrosa propiedad de ser capaz
de disociarse en las distintas subunidades que la
componen cuando el pH del medio se cambia a valores
drasticos, bien sean acidos o basicos. Una vez disociada,
estas subunidades son capaces de re-ensamblarse
cuando se vuelve al pH inicial de la disolucidn,
adquiriendo la estructura proteica inicial.
Aprovechando este fenémeno se han empleado
estrategias de encapsulaciéon del cisplatino y
oxaliplatino, o bien llevando la proteina inicialmente a
pH acidos o bien llevandola a pH basico, en presencia de
una disolucion del compuesto de platino de interés
(Figural).

Figura 1. Esquema representativo del desensamblaje y re-
ensamblaje de la ferritina en presencia de cisplatino.

Una vez re-ensamblada, la caracterizacion se llevd a
cabo mediante estudios de cromatografia de exclusion
por tamafios acoplada en linea al ICP-MS y a la deteccion
UV-VIS donde, en todos los casos, se pudo observar un
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pico mayoritario correspondiente al tiempo de
retenciéon del patrén de ferritina (aproximadamente
15,5 min) que mostraba absorcién a 280 nm asf como la
presencia de Pt (Figura 2). Pudo observarse, ademas, la
presencia de oligémeros de la proteina (eluyen a unos
10 minutos) que generan facilmente a partir de la
proteina monomérica durante el tratamiento.
Igualmente, puesto que la proteina contiene ademas Fe
en su interior en forma nanoparticulada, fue posible
llevar a cabo medidas de Microscopia de Transmision
Electrénica (TEM) asi como analisis elemental (EDX) del
interior de la capside proteica con los resultados que se
muestran en la Figura 3 (a y b) respectivamente.

Figura 2. Cromatograma obtenido mediante SEC-UV/ICP-MS
de la ferritina después de la incorporacién de oxaliplatino en
su interior. Los picos de Pt observados a mayores tiempos de
retenciéon corresponden al oxaliplatino remanente sin
encapsular y a sus productos de hidrdlisis.

T T T T T
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Figura 3. Resultados obtenidos de la proteina re-ensamblada
mediante TEM donde se puede observar las nanoparticulas
esféricas de 6xido de Fe (aproximadamente 8 nm) del interior
de la misma, asi como la presencia de Pt segun el analisis
elemental por rayos X.

La estequiometria del encapsulado fue estimada
calculando mediante ICP-MS la concentracion de platino
en el pico correspondiente, asi como la concentracion de
ferritina mediante UV/VIS. As{ se obtuvieron resultados
de una relaciéon molar entre el cisplatino y la ferritina de
2:1, respectivamente y similar en caso de oxaliplatino.
Estos resultados estdn en consonancia con los
encontrados en la literatura en estudios similares (4).

Una vez observada la correcta encapsulacion del
cisplatino en el interior de la proteina se estudié la
liberacion del fArmaco desde su interior. La eficacia de la
ferritina como nanotransportador no solo se basa en la
posibilidad de encapsular el firmaco sino también en su
correcta incorporacioén al interior celular, la liberacién
del farmaco una vez incorporada al citosol de la célula y,
finalmente, la unién del cisplatino con el ADN para
generar los aductos correspondientes que induzcan
dafio celular. Por ello es preciso verificar la correcta
liberacién del farmaco mimetizando las condiciones del
interior celular. La estrategia consistid en la realizacion
de un estudio in vitro incubando la ferritina en cuyo
interior se encuentra el cisplatino a diferentes valores de
pH y a distintos tiempos. Los pH empleados para las
incubaciones se escogieron para intentar imitar
diferentes condiciones fisioldgicas, asi por ejemplo se
estudi6é un pH= 5 para mimetizar el medio acido de los
endolisomas en los que la ferritina se encontrara tras su
entrada al citosol celular, un pH= 8,2 que simula las
condiciones del jugo pancreatico, un pH= 6,5 tipico del
ambiente tumoral y, finalmente, un pH fisiolégico de 7,4.
Los resultados obtenidos revelaron una tnica tendencia
aliberar el cisplatino con el tiempo cuando la ferritina se
encuentra en el pH ligeramente acido (pH 5,5). Para el
resto de las incubaciones se observé un ligero aumento
en el platino libre en las primeras horas, que vuelve a su
valor inicial practicamente al cabo de 48 h. Estos
resultados muestran la elevada estabilidad de la
ferritina para su empleo como nanotransportador,
siendo especialmente importante su comportamiento a
pH fisiolégico y al pH de los endolisomas celulares ya
que deja entrever que el cisplatino se mantendra en el
interior de la ferritina protegido de interacciones
inespecificas tras su administracion por via intravenosa
hasta alcanzar e introducirse en las células, en donde el
pH ligeramente acido propiciara su liberacidon de la
ferritina de forma controlada. Asi se podria evitar uno de
los problemas asociados al cisplatino, su interaccién con
proteinas del suero y su posterior inactivacion.

Estudios posteriores abordaron el empleo de la ferritina
encapsulada en células en cultivo. Para ello se estudié un
cultivo celular de cancer de ovario, el sexto mas
frecuente entre las mujeres con una cifra de nuevos
casos anuales de 205.000 mujeres en todo el mundo y
ocupando entre un 4 y un 5 % de los tumores femeninos,
segun la Asociacién Espafiola Contra el Cancer. La linea
celular empleada fue la linea de cancer de ovario
sensible al cisplatino A2780 y se traté con la misma
concentracion del farmaco libre y encapsulado a
concentraciones de 1 y 3 uM. Los resultados obtenidos
tras la medida de las células se muestran en la Figura 4.

En la Figura 4 se puede observar cdmo empleando la
misma concentracién, el cisplatino en su forma
encapsulada tiene una mayor capacidad de
incorporacion al citosol celular que el cisplatino en su
forma libre en un factor de entre 4 y 9 veces.
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Figura 4. Resultados obtenidos de la incorporacién celular de
cisplatino en su forma libre y encapsulado en la ferritina a
diferentes concentraciones.

Estos resultados concuerdan con el hecho de que los
mecanismos de entrada del cisplatino libre son
diferentes a los encontrados para el cisplatino en su
forma encapsulada. Mientras que el primero presenta
mecanismos de entrada mayoritariamente
dependientes del receptor de membrana CTR1, el
cisplatino encapsulado puede hacer uso de los
mecanismos de entrada de la ferritina al citosol
mediante receptores especificos de ferritina e incluso,
algunas investigaciones apuntan a la posible
incorporacion via el receptor de transferrina (TfR1),
altamente expresado en células tumorales (5). Es un
resultado realmente interesante que muestra como el
hecho de encapsular el fairmaco permite superar uno de
los grandes obstaculos encontrados en el empleo del
cisplatino en clinica utilizando la ferritina como caballo
de Troya y puede contribuir a la mejora en el transporte
intracelular de cisplatino (6).

B) Las nanoparticulas de éxido de hierro
ultrapequefias para el transporte de cisplatino.
Como se mencion6é previamente, existe una gran
variedad de nanotransportadores que pueden ser
empleados para la mejora del tratamiento con agentes
quimioterapéuticos, entre los cuales se encuentran los
ya mencionados liposomas, nanoestructuras proteicas,
polimeros o nanoparticulas. Entre todos estos
nanotransportadores las nanoparticulas de hierro son
una  interesante  opcibn  por  su elevada
biocompatibilidad que les confiere unas propiedades
muy ventajosas. Sin embargo, estas nanoparticulas
requieren el empleo de recubrimientos que permitan su
estabilizacion y en algunas ocasiones su
funcionalizacion. En este sentido, en estudios llevados a
cabo en nuestro grupo de investigacién se puso a punto
la sintesis y caracterizacién de nanoparticulas de 6xido
de hierro de tamafio inferior a 10 nm recubiertas de
acido adipico y tartarico, ambos biocompatibles, y con
un nucléo metalico que buscaba imitar la estructura de
la ferritina (7, 8). Estas nanoparticulas, actualmente en
ensayo clinico fase Il para el tratamiento por via oral de
la anemia mostraron gran estabilidad, asi como una
eficaz entrada en el citosol celular por endocitosis.

Por tanto, se abordé la posibilidad de emplear dichas
nanoparticulas como estructuras transportadoras, en

este caso, de un farmaco precursor de cisplatino. Estos
pro-farmacos estan basados en complejos de Pt (IV) que
en el interior celular presentan la capacidad de
reducirse a Pt (II) con una estructura inicial tal que tras
la reduccién el compuesto generado sea el cisplatino.
Concretamente se empled el cis-
diaminotetracloroplatino (IV), un compuesto similar al
cisplatino con la salvedad de tener dos ligandos cloruro
adicionales en posicion axial que generan una estructura
octaédrica en lugar de la plano-cuadrada propia del
cisplatino (9). El hecho de emplear dos ligandos cloruros
como ligandos adicionales radica en el potencial de
reduccién del complejo formado, que hace que su
reduccidn intracelular sea mucho mas rapida que en el
caso del empleo de otros ligandos como acetatos o
grupos hidroxidos. Esto es fundamental a la hora del
disefio de un pro-farmaco pues éste debe ser “activado”
en el interior celular al reducirse en presencia de
moléculas tales como el glutatiéon o al acido ascoérbico,
consiguiendo formar asi cisplatino.

Una vez sintetizadas las nanoparticulas de acuerdo a
publicaciones anteriores (7), se conjugaron con el pro-
farmaco y se caracterizaron empleando diferentes
estrategias. Entre ellas, cabe destacar el empleo de la
cromatogafia de liquidos en fase inversa modificada con
la adici6on de tensoactivos (SDS)en la fase mévil, lo que
permite una separacién de nanoparticulas en funcién de
su tamafio y también del exceso de pro-firmaco libre
(10). Los cromatogramas obtenidos se muestran en la
Figura 5 donde se observa la coelucion de Pty Fe dentro
del mismo pico cromatografico. Ademas, en la Figura 6
se puede ver laimagen por TEM de las nanoparticulas en
estudio y de su andlisis elemental obtenida mediante
EDX.
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Figura 5. Cromatograma obtenido mediante HPLC-ICP-de las
nanoparticulas después de ser tratadas para inmovilizar el
pro-farmaco sobre la superficie.

A continuacién, se evalud, la eficacia del pro-fArmaco
nanoestructurado sintetizado en modelos celulares de
cancer de ovario. Para ello, en este caso, a diferencia del
anterior, se empled la estrategia de cuantificacion de
célula individual con ICP-MS como sistema de deteccion
(sc-ICP-MS). Dos células producidas a partir de la misma
célula precursora durante la mitosis pueden mostrar
diferencias en sus genomas, transcriptomas y
proteomas después de varias divisiones.
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Figura 6. Resultados obtenidos de las nanoparticulas
mediante TEM donde se puede observar las nanoparticulas
esféricas de 6xido de Fe de aproximadamente 6 nm asi como la
presencia de Pt en su superficie segiin el analisis elemental por
rayos X.

Esta heterogeneidad puede ser la causa de diferentes
enfermedades y se puede apreciar en muchos aspectos
de la célula, como puede ser la susceptibilidad al
tratamiento con diferentes firmacos. De todo lo anterior
deriva el interés en los analisis de células individuales,
en contraposicion a las medidas globales o en “bulk”. En
estas ultimas, se utilizan muestras celulares de un
elevado nimero de células que se lisan o se digieren
para seguidamente cuantificar el contenido de los
analitos de interés mediante la técnica adecuada. El
resultado de esta determinacién se normaliza
finalmente al contenido celular de partida utilizando
pardmetros como el nimero de células, peso seco o la
concentracion proteica, determinada previamente. Este
tipo de analisis proporciona informacién del contenido
medio de la especie quimica determinada en la muestra,
asumiendo que todas las células de la muestra se
comportan de manera homogénea. No obstante, la
variabilidad existente entre las células individuales de
una muestra implica una pérdida de informacién sobre
la distribuciéon de la especie quimica en la muestra
pudiendo incluso ocultar la existencia de diferentes
subpoblaciones en la misma. Mediante estrategias de sc-
ICP-MS se puede ademds conocer la concentracién
intracelular de Pt llevando a cabo un calibrado del
elemento inorganico y realizando las transformaciones
matematicas correspondientes. Las condiciones para
llevar a cabo estudios de sc-ICP-MS implican (11):

¢ El empleo de suspensiones celulares diluidas.

¢ El uso de sistemas de introduccién de muestras que
permiten elevada eficacia de transporte
minimizando el riesgo de lisis de las células.

e La medida en el analizador de masas con alta
resolucion temporal (en los milisegundos o
microsegundos).

El uso de patrones elementales liquidos para la
cuantificacion en células individuales implica la medida
de un calibrado externo del elemento en las mismas
condiciones experimentales que las células. Tras
obtener la recta de calibrado, la masa del elemento en
cada célula individual se puede obtener utilizando la
ecuacion [1]:

Donde mc es la masa del elemento medido en la célula, 1)
es la eficiencia de transporte del patrén inorganico
(diferente a la eficacia de transporte de las células), F es
el flujo de introduccién de muestra, t es el tiempo de
integracion, [ es la intensidad del evento (a la que se le
resta la intensidad del fondo para evitar cualquier
contribucién de especies disueltas del elemento en la
muestra) y b es la pendiente de la curva de calibracién
obtenida. Por tanto, las células tratadas con el pro-
farmaco libre y conjugado con las nanoparticulas asi
como con cisplatino fueron cuantificadas mediante sc-
ICP-MS. Los resultados obtenidos se muestran en la
Figura 7 donde se observa de forma cuantitativa un
aumento significativo de la incorporacidon al emplear las
nanoparticulas como nanotransportadores del pro-
farmaco frente a la utilizacion directa del pro-farmaco o
del cisplatino.

Concretamente los valores de platino por célula
ascienden a 12 fg/ célula de media, frente a los 2
fg/célula que se obtienen en el caso del empleo del pro-
farmaco libre. En otros estudios previos se observo que
el propio cisplatino presenta valores de incorporacién
celular de 3 fg/célula, lo que indica una de las ventajas
de este nanotransportador que favorece el aumento de
la incorporacion al citosol celular. Ademas, otra
conclusion subyace de este resultado puesto que no solo
se incorporara mas pro-farmaco en las células, sino que
se espera que muestre unos niveles de interacciones
inespecificas en el plasma mucho menores que el
cisplatino (12).

Figura 7. Resultados obtenidos mediante sc-ICP-MS de la
incorporacion del pro-fArmaco de cisplatino (cajas sélidas),
cisplatino (negra) y el pro-farmaco conjugado con
nanoparticulas de 6xido de hierro ultrapequefias (<10 nm).
Cada color representa un experimento diferente y en cada caja
se muestra la mediana y el recorrido intercuartilico de los
datos obtenidos.
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CONCLUSIONES

El desarrollo de metodologias analiticas que permitan
estudiar los productos de sintesis, asi como
caracterizar su evolucién en medios bioldgicos es
imprescindible en un contexto cada vez mas
multidisciplinar de la investigacién y en particular, en
campos como la bio(nano)medicina. El presente
resumen muestra que, por un lado, metodologias bien
establecidas (como las cromatografias empleando
fases estacionarias convencionales) pueden tener una
nueva dimensién de aplicabilidad en el campo de los
nanomateriales. Paralelamente, la puesta a punto de
nuevas estrategias de medida adaptadas a la
necesidad creciente de obtener informacién celular
individualizada es imprescindible para contribuir al
desarrollo de las terapias personalizadas. Estos
ejemplos ponen de manifiesto que desde la quimica
analitica hay muchas aportaciones posibles para la
resoluciéon de problemas multidisciplinares donde
nuestro conocimiento resulta indispensable.
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RESUMEN

Se utilizé un material mesoporoso (MSU-1), preparado
en el laboratorio, como sorbente en fase sélida para
preconcentrar 218 pesticidas multiclase en aguas
ambientales. Los pesticidas presentes en los extractos
de las muestras se determinaron mediante
cromatografia liquida de ultra alta resolucion
acoplada a espectrometria de masas en tdndem. El ion
mds intenso se selecciono como ion precursor. Tras la
fragmentacién en la cdmara de colisién, se utilizo la
transicién mds intensa (SRM1) para la cuantificaciény
tres puntos para la identificacién y confirmacion, tal
como establece la Directiva 96/23/CE. Se realizé un
estudio exhaustivo de las principales variables que
afectan a la sorcién/desorcion de los pesticidas en el
MSU-1 utilizando metodologias paso a paso (disolvente
de elucion, pH de la muestra y contenido en sales) y de
superficie multi-respuesta (cantidad de sorbente,
volumen de agua y volumen del disolvente de elucion),
siendo los valores éptimos sin adicién de NaCl, 100 mg
de sorbente MSU-1, 50 mL de muestra de agua a pH=6.0
y elucién de los pesticidas con 5 mL de acetonitrilo. El
efecto matriz se comprobé comparando las pendientes
de las grdficas de calibracion construidas en disolvente
y en extracto blanco de matriz. El 80% de los pesticidas
mostraron un efecto matriz bajo y el 20% mostraron
un efecto matriz medio o alto. Se probaron dos
estrategias de calibracién para corregir el efecto
matriz afiadiendo los patrones de los pesticidas antes o
después de la etapa de preconcentracién. La primera
estrategia corregia los errores sistemdticos debidos a
la baja adsorcién de los pesticidas en el MSU-1 asi como
el efecto matriz. El método se validé utilizando blancos
de agua subterrdnea fortificados con 0,1, 0,25 y 0,5
Hg/L de todos los pesticidas. Se obtuvieron
recuperaciones comprendidas entre 54 y 130%
(DER<20%) para la mayoria de los pesticidas (90%),
mientras que se obtuvieron recuperaciones =130%
para 22, 10 y 5 pesticidas a 0,1, 0,25 ug/Ly 0,5 ug/L,
respectivamente. Se realizé un estudio de seguimiento
de trece muestras de aguas subterrdneas recogidas en
Almeria (sur de Espafia) aplicando la metodologia
propuesta, encontrando 38 plaguicidas diferentes en
las muestras analizadas. Sin embargo, la mayoria de
ellos se encontraron en concentraciones inferiores a 0,1
ug/L, siendo imidacloprid, hexaflumuron y oxadixyl los
mds frecuentemente detectados en 7, 6 y 5 muestras,
respectivamente. Sélo en 5 muestras, methiocarb (tres

muestras), pyrethrin I y pyrethrin Il (una muestra) y
hexaflumuron (una muestra) se encontraron a niveles
superiores a 0,1 ug/L. El perfil ecolégico del método se
evalué utilizando el National Environmental Methods
Index (NEMI) y Analytical Eco-scale (AES).

Palabras claves: Material mesoporoso, MSU-1;
Pesticidas multiclase; UPLC-MS/MS; Adicidn de
patron; Efecto matriz

1. Introduccion

Para evitar pérdidas econdémicas e incrementar la
actividad agricola, en el control de plagas en la
agricultura intensiva se llevan a cabo tratamientos de
los cultivos con diferentes pesticidas [1]. Los
pesticidas afectan a los organismos objetivo y a la
totalidad del medioambiente, contaminando el
ecosistema [2]. Los pesticidas ejercen efectos
adversos sobre los ecosistemas y son considerados
altamente téxicos porque persisten en el
medioambiente y se acumulan en los organismos [2].
Muchos pesticidas no son biodegradables y no pueden
ser eliminados en las plantas de tratamiento de aguas
residuales (WWTPs), de tal manera que entran como
contaminantes en las aguas medioambientales.
Ademas, los pesticidas pueden evaporarse, filtrarse a
través del suelo o fluir hacia los rios y pueden ser
transportados a grandes distancias, impactando el
medioambiente en regiones distantes [2]. Por eso, su
presencia y efectos adversos sobre organismos no
objetivo en diferentes compartimentos
medioambientales son de gran preocupaciéon y han
sido estudiados en profundidad. Asi, estas cuestiones
han sido ampliamente revisadas [2,3]. Los datos
publicados por la Comision Europea en 2019 [4]
mostraron 1331 tipos de pesticidas, entre los cuales
463 estaban aprobados, 667 no aprobados y 48 se
encontraban bajo revisiéon por la Unién Europea (UE).
En consecuencia, es posible usar muchos pesticidas
con diferentes mecanismos de acciéon y efectos
adversos y son necesarias estrategias analiticas para
su determinacidon, principalmente en aguas
medioambientales.

A tal fin, se han propuestos muchos métodos
multirresiduo para mejorar la sensibilidad y
selectividad de los existentes, eliminando especies
interferentes presentes en la matriz de la muestra y
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mejorando la preconcentracion [5-9].

En un método multirresiduo, el tratamiento de la
muestra es la primera etapa, que normalmente es la
mas tediosa y la que consume mas tiempo. Sin
embargo, a pesar de los avances conseguidos en las
técnicas de separacion y deteccidn, el tratamiento de
la muestra es critico para conseguir resultados fiables.
Se han desarrollado numerosas estrategias de
preconcentracion para aislar y concentrar analitos
[10]. Por ejemplo, M.A. Farajzadeh y col. desarrollaron
diferentes procedimientos de extraccion que
implicaban la microextraccién en fase sélida
dispersiva basada en la formacién de eutécticos mas
ligeros que el agua[l1l], asi como un método de
extracciéon basado en el uso de nanoparticulas de
carbon amorfo preparadas por ellos y usadas para la
extraccion en fase sélida dispersiva (DSPE) acoplada a
microextraccién liquido-liquido dispersiva (DLLME)
[12] y un método de extraccién solido-liquido
dispersivo (DSPE) usando polimeros organicos
seguida de la elucion con disolventes eutécticos [13].
Estos métodos se aplicaron a la extraccion de
pesticidas de muestras de jugo de frutas y leche, con
recuperaciones proximas al 100%. La extraccidon en
fase so6lida (SPE) es uno de los métodos de extraccion
mas ampliamente utilizados en el tratamiento de
muestras medioambientales [14-16], siendo mas
versatiles aquellos que utilizan Oasis HLB. Este
sorbente ha sido desarrollado para extraer un amplio
rango de analitos debido a su equilibrio hidrofilico-
lipofilico dnico [14,16]. Ademas, se han utilizado los
sorbentes poliméricos de intercambio idnico en modo
mixto, disefiados para extraer selectivamente analitos
con propiedades acidas o basicas débiles [15]. Aparte
de los sorbentes mencionados, un gran nimero de
nuevos sorbentes estdn siendo estudiados en
estrategias de extraccién y limpieza, incluyendo los
materiales mesoporosos. Estos sorbentes combinan
una superficie uniformemente ordenada, elevado
volumen de poro, elevada area superficial, tamafio de
poro bien definido, composicién de las paredes
controlable y canales moporosos y propiedades
superficiales modificables [17,18]. Estos materiales se
han utilizado con éxito en la preparaciéon de muestras
de alimentos para determinar xenobiéticos [18], pero
han sido escasamente aplicados al tratamiento de
muestras para la determinacion de pesticidas.
Ademads, el nimero de pesticidas preconcentrados
utilizando estos sorbentes es bajo, estando
comprendido entre 2y 13 [19-28]

Este trabajo trata del uso de un material mesoporoso
tipo MSU-1 para preconcentrar 218 pesticidas en
aguas subterraneas y superficiales y su determinacion
por cromatografia liquida de ultra-alta resolucion y
espectrometria de masas en tindem (UPLC-MS/MS).
Para corregir el error sistematico debido a la
preconcentracion con SPE y el efecto matriz, se aplicé
la metodologia de la adicién de patrén para cuantificar
los pesticidas. Los resultados obtenidos pusieron de
manifiesto que ambos errores pueden corregirse
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usando la adicion de patrén antes de la
preconcentraciéon mediante SPE.

2. Experimental
2.1. Compuestos quimicos y reactivos

Todos los patrones analiticos (pureza>98%) de los
218 pesticidas (Tabla S1, ver ESM) y patrones
internos marcados isotopicamente (SIL)
(carbendazim-d3, dichlorvos-d6, anthraquinone-d8
and malathion-d10) se compraron en LGC
(Teddington, UK), Sigma-Aldrich (Steinheim,
Germany) y Riedel de Haen (Seelze, Germany).

Las disoluciones madre de los pesticidas
individuales con concentraciones entre 900 y 1200
mg/L. se prepararon en acetonitrilo y se
almacenaron, protegidas de la luz, a -20°C, siendo
estables durante al menos tres meses; las
disoluciones de trabajo se prepararon diariamente
por dilucién de estas, en acetonitrilo:agua ultrapura
(20:80, v/v).

Los disolventes organicos de grado LC (metanol,
acetonitrilo, diclorometano, acetato de etilo, n-
hexano y acido férmico) se compraron en Fluka
Analytical (Steinheim, Germany) y el agua ultrapura
de grado LC se compr6 en Fisher Chemical
(Waltham, Ma, USA).

El surfactante Brij® S100 (Polioxietileno (100)
estearil éter) y tetraetil ortosilicato (TEOS) se
compraron en Sigma-Aldrich. Para preparar los
cartuchos SPE se utilizaron jeringas de
polipropileno (3 mL) y sus correpondientes frits de
polietileno proporcionados por Supelco (Espafia).

2.2. Procedimiento UPLC-MS/MS

Para analizar los pesticidas en muestras de agua se
utiliz6 un UPLC 1290 acoplado a un Triple
Quadrupolo (QgqQ) 6490 de Agilent Technologies
(USA). La separacion cromatografica se realizé en
una columna Zorbax Eclipse Plus C8 (1.8 um x 2.1
mm x 100 mm) de Agilent, mantenida 35°C en un
horno. Para el control instrumental y el analisis de
datos se utilizé6 un software Agilent MassHunter
QQQ Acquisition and Quantification Analysis
B.07.00 provisto de un software Dynamic MRM con
una ventana de tiempo de retencién de 0.8 min.

El volumen de muestra inyectada fue 5 uL, y todos
los pesticidas se separaron en 15 min usando un
programa de gradiente binario de fase moévil a un
flujo constante de 0.3 mL/min. Después de cada
inyeccidn se lavo la columna analitica con un 100%
de disolvente B durante 3 min.

El Sistema UPLC-MS incluia una fuente de
ionizacion mediante electrospray (ESD),
configurada como sigue: gas de secado a 120°Cy 13
L/min, gas super-calentado a 375°C y 10 L/min, y
una presion en el nebulizador de 45 psi. Como gas
de nebulizacién y gas de colision se utilizé N2 de alta
pureza.

El QqQ-MS/MS trabajaba en modo MRM, usando
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ionizacion positiva (PI) and negativa (NI),
dependiendo del pesticia. El voltaje de
fragmentacion fue 400 V y el voltaje del capilar fue
3000 V.

La optimizacién de la sefial MS de cada pesticida
(rango de masas de 50-800 m/z) se realizé
utilizando disoluciones patrén individuales de cada
uno (100 ng/mL en metanol:agua ultrapura 1:1,
v/v). Como ion precursor para cada analito se
seleccion6 el mas intenso en Q1 y, después, se
seleccionaron las energias de colisiéon 6ptimas para
las dos transiciones mas intensas de cada analito
seleccionando el modo ion producto en Q3, siendo
la transicién mas intensa el ion de cuantificacién
(SRM1) y la menos intensa el ion de confirmacién
(SRM2).

2.3. Sintesis del sorbente MSU-1, caracterizacion y
estabilidad

El material mesoporoso MSU-1 se sintetiz6 usando
TEOS como precursor de la silice y el surfactacte no
i6nico Brij® S100 en medio acido (1 M HCI) con
interacciones por puentes de H [23].

Para caracterizar el material mesoporoso se utilizaron
difraccién de rayos X de polvo (XRD), microscopia
electrénica de barrido (SEM), microscopia electrénica
de transmisiéon (TEM) e isotermas de adsorciéon-
desorcion de N2, como en un trabajo previo [23].

El punto isoeléctrico (pI) se midié en un Zeta-meter
MALVERN (Mod. Nano-ZS), utilizando 50 mg de
muestra sélida y 5mL de 0.1M LiCl en 500 mL de agua
ultrapura. El pH de la dispersion se ajusté con HCl 1 M
entre pH 5.6 y 2.0.

La estabilidad del sorbente MSU-1 se estudié durante
3 meses y fue satisfactoria.

2.4. Procemiento SPE

Para la preconcentracion de los pesticidas en
muestras de agua, se prepararon en el laboratorio
cartuchos conteniendo el sorbente MSU-1 empacando
100 mg de material mesoposoporoso (previamente
activado a 120°C durante 2 h) en una jeringa de 3 mL,
entre dos frits de polietileno para conseguir la
compactacién del material, asi como evitar su pérdida
durante el proceso de preconcentracion.

La preconcentracion SPE semiautomatica de los
pesticidas en muestras de agua se realiz6 en un
dispositivo de extraccion de Waters (USA) conectado
a una bomba de vacio Biichi Vac V-500 (Flawil,
Switzerland), de tal manera que fue possible
preconcentrar 12 muestras simultdneamente.

La SPE implicé las siguientes etapas:

(i) Acondicionamiento del sorbente con 5 mL de
agua ultrapura

(ii) Carga de la muestra pasando 50 mL de muestra
de agua ajustada a pH=6.0+0.1 a través del
cartucho a un flujo de aproximadamente 5
mL/min.

(iii) Secado del sorbente sélido pasando, a través de
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él, aire durante 5 min seguido por Nz durante
otros 5 min.

(iv) Elucién de los compuestos retenidos con 5 mL de
acetonitrilo

(v) Eliminacion del acetonitrilo con un flujo ligero de
N2

(vi) Redisolucion del extracto en 0.5 mL de
acetonitrilo:agua ultrapura (20:80, v/v) para ser
inyectado en el sistema UPLC-MS/MS

2.5. Muestras de agua medioambiental

La validaciéon del método se realizé utilizando dos
muestras de agua de pozos proéximos a invernaderos
(muestras 1 y 2) y dos muestras de agua de rio
(muestras 3 y 4), todos ellos situados en Almeria (sur
de Espafia). Ademas, se tomaron aleatoriamente trece
muestras de agua subterranea en las proximidades del
Parque Natural de Cabo de Gata-Nijar, un area costera
protegida en la esquina sur de Espafia, pero rodeada
de invernaderos, donde el agua subterranea se utiliza
para riego.

Las muestras de agua se tomaron en botellas de
plastico y se filtraron en el laboratorio a través de
membranas de celulosa de 25 um. Finalmente, se
almacenaron a 4 °C durante no mas de dos dias.

3. Resultadosy discusion
3.1. Método UPLC-MS/MS

Se puso a punto un método UPLC-MS/MS para
determinar 218 pesticidas en aguas
medioambientales, basado en un método previamente
optimizado para la determinaciéon de 13 pesticidas
[23]. La fase mévil consistié en un disolvente A: acido
férmico al 0.1% y metanol al 2% en agua ultrapura y
disolvente B: 4cido formico al 0.1%, formiato aménico
5 mM y agua ultrapura con un 5% de metanol. El
programa de elucién comenzé con un gradiente lineal
de 100% a 80% de disolvente A en 2 min, después un
gradiente lineal hasta 100% de B en 15 min, vy,
finalmente, 2 min mas con un 100% de B para lavar el
sistema. El flujo fue constante e igual a 0.3 mL/miny
el volumen de muestra inyectada fue 5 pL.

Para el andlisis MS/MS, se optimiz6 la fuente ESI para
cada pesticida, operando en modo PI o NI y
registrando los iones en modo full-scan (rango de
masas de 50-800 m/z). El ion mas intenso se
seleccioné como i6n precursor y, después de la
fragmentacion en la camara de colision, los dos iones
producto mas abundantes se seleccionaron siguiendo
la Guia Eurachem [29]. Para la cuantificacién de cada
uno de los pesticidas se utiliz6 la transicién mas
intensa (SRM1) y para su identificacién y confirmacién
se usaron tres puntos, como establece la Directiva
96/23/CE [30]. La Fig. S1 (ver ESM) muestra el
cromatograma de iones totales (TIC) de wuna
disoluciéon patrén de los analitos a un nivel de
concentracion de 10 pg/L (correspondiente a 0.1 ng/L
en las muestras de agua).

3.2. Punto isoeléctrico y estructura superficial del MSU-1

La superficie del material MSU-1 estad recubierta de
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grupos silanol  (-SiOH), que en agua pura estan
disociados segun las siguientes reacciones [31]:

SiOH + OH- < Si-O-+ H20
SiOH + H* <> Si-OH2* + H20

Por tanto, la superficie del MSU-1 puede estar cargada
negativamente en suspension acuosa a pH basico y
cargada positivamente a pH acido [31]. El
comportamiento de las suspensions de silice [32]
depende del pl del material MSU-1. En este estudio, el
pl del MSU-1 fue ~3.8. Por lo tanto, a valores de pH
inferiores al pl la superficie del MSU-1 estara cargada
positivamente y a valores de pH superiores al p], el
material MSU-1 estard cargado negativamente.
Ademas, como la exposicion prolongada de la
mesosilica a disoluciones alcalinas causa pérdida de
uniformidad de los poros, asi como una disminucién
significativa del tamafio de poro [6], la retencién de los
pesticidas en el sorbente MSU-1 se estudi6 entre pH 3
y 8.

3.3. Optimizacién de la SPE

A fin de establecer las mejores condiciones para la
adsorcién/desorcién de los pesticidas objetivo en el
sorbente MSU-1, se llevé a cabo la optimizacién de los
principales pardmetros que afectan al procedimiento
de SPE (disolvente de elucidn, pH de la muestra, fuerza
ionica, cantidad de sorbente y volumen de elucién)
usando muestras de agua ultrapura fortificadas con
0.1 pg/L de cada pesticida.

3.3.1. Disolvente de elucion

En primer lugar, se selecciond el disolvente o mezcla
de disolventes para eluir completamente los analitos
retenidos en el MSU-1. La eleccion del disolvente de
elucion depende de la cantidad y el tipo de sorbente y
de las propiedades fisicoquimicas de los analitos. En
este sentido, los disolventes polares (por ejemplo
acetonitrilo o metanol) consiguen la elucién de los
analitos polares mientras que los disolventes no
polares (por ejemplo hexano) son recomendados para
los analitos no polares. Debido a la diferente polaridad
de los pesticidas objeto de estudio (pKow entre -0.81
y 8.1), la desorcidn de los pesticidas retenidos en el
MSU-1 se estudid con cinco disolventes organicos que
cubrfan un amplio rango de polaridad (metanol,
acetonitrilo, acetato de etilo, diclorometano y hexano).

Se pasaron 10 mL de agua ultrapura (conteniendo 0.1
pg/L de cada uno de los pesticidas) a través de
cartuchos de SPE empacados con 25 mg de MSU-1 aun
flujo de unos 5 mL/min. Después de secar el sorbente
(5 min aire y 5 min N2) para eliminar el agua residual,
los pesticidas retenidos fueron eluidos con 3 mL de
cada uno de los disolventes organicos. Finalmente, el
extracto se evaporé a sequedad bajo una débil
corriente de Nz y el residuo se disolvié en 0.5 mL de
acetonitrilo:agua ultrapura (20:80,v/v) para ser
inyectado en el sistema UPLC-MS/MS.

La Fig. 1(a) muestra las recuperaciones obtenidas en
este estudio. Puede observarse que el diclorometano
fue capaz de eluir 1a mayor parte de los pesticidas (201
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pesticidas). Sin embargo, para mas del 50% de ellos,
las recuperaciones fueron excesivamente altas
(>130%), mientras que el hexano eluyé menos del
25% de ellos (52 pesticidas con recuperaciones <
50%). Para el resto de los disolventes estudiados
(metanol, acetonitrilo y acetato de etilo) se obtuvieron
recuperaciones similares, siendo acetonitrilo el
disolvente mas adecuado para la desorcidn (rango de
recuperaciones 50-130%) para mas del 60% de los
pesticidas.

Fig. 1. Recuperaciones para los pesticidas, obtenidas en la
optimizacion de: (a) disolvente de elucion, (b) pH de la muestra y
(c) contenido en sal
La Fig. 2 muestra las recuperaciones obtenidas para
los pesticidas frente a su polaridad (pKow) para
algunos de los disolventes de elucion estudiados. En
general, los pesticidas polares (pKow<4) eluian
completamente con acetonitrilo, mientras que para los
pesticidas menos polares (pKow>4) el mejor
disolvente de elucion fue hexano. Puede observarse
que las mejores recuperaciones (proximas al 100%) se
obtuvieron utilizando acetonitrilo como disolvente de
elucion. En consecuencia, el resto de los experimentos
sellevaron a cabo usando acetonitrilo como disolvente
para la elucion de los pesticidas retenidos en el
sorbente MSU-1.
Debido a que se encontr6 que, para algunos pesticidas,
las recuperaciones y la polaridad no estaban
correlacionadas, deben tenerse en cuenta otros
aspectos tales como la solubilidad en agua y las
caracteristicas acido-base de los mismos. Utilizando
un disolvente organico polar o moderadamente polar,
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las recuperaciones para oxasulfuron, uno de los
pesticidas mas polares (pKow -0.81) fueron buenas.
Por el contrario, las recuperaciones fueron <30% para
nitenpyram (pKow -0,66) en todos los disolventes
organicos. Este comportamiento puede explicarse
debido ala elevada solubilidad en agua de nitenpyram
(590 g/L) [33].

3.3.2. pH de la muestra y contenido en sales

El pH y el contenido en sales de la muestra de agua
puede afectar las interacciones entre los analitos y el
material mesoporoso [23,34-36].

El pH del agua afecta a la forma de los analitos con
propiedades acido-base y a la carga superficial del
sorbente MSU-1. Asi, el pH de la muestra de agua
determina si los analitos se encuentran en su forma
i6nica o molecular. Estudios previos mostraron que el
pH de la muestra juega un papel importante en la
retencion de los pesticidas en el sorbente mesoporoso
[23,35], principalmente los que presentan
propiedades acido-base. En este trabajo, algunos de
los pesticidas presentan propiedades acidas o basicas
con pKa comprendidos entre 0 y 13.1 (Tabla S1 ver
ESM), por lo que se optimizé el pH de la muestra de
agua.

El pH de las muestras de agua ultrapura, fortificadas
con todos los pesticidas (0.1 pg/L), se ajusté entre 3.0
y 8.0 y se preconcentraron 50 mL de cada una de
acuerdo con el procedimiento descrito anteriormente,
usando 3 mL de acetonitrilo en la etapa de elucion. El
rango de pH se selecciond de acuerdo con el pl y con el
hecho de que a valores de pH superiores a 8,5, el
material experimenta descomposicién [37,38].

La Fig. 1(b) muestra los resultados obtenidos para los
pesticidas extraidos frente al pH de la muestra de
agua. Puede observarse que se obtuvieron
recuperaciones similares para la mayoria de los
pesticidas entre pH 3 y 7, pero cuando el pH de la
muestra se ajust6 a 8, las recuperaciones
disminuyeron y fueron inferiores al 50% para un 92%
de los pesticidas. Este comportamiento puede
explicarse porque en condiciones basicas el MSU-1 no
es adecuado para la retencién o porque algunos
pesticidas sufren degradacion a ese pH.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, el pH de
las muestras de agua se ajustd a 6.0 para los siguientes
experimentos.

Por otra parte, el contenido en sales del agua puede
afectar a la retencidén de los analitos, aumentando o
disminuyendo la eficacia de la extraccion en el
sorbente SPE. En este estudio, se afiadié NaCl sélido,
entre un 0 y un 5%, a las muestras de agua ultrapura
fortificadas con todos los pesticidas (0.1 pg/L de cada
uno), previamente ajustadas a pH=6.0. De acuerdo
con el procedimiento de SPE, se preconcentraron
alicuotas de 50 mL de agua con 50 mg de MSU-1.

Los resultados obtenidos (Fig. 1(c)) mostraron que un
incremento en el contenido en sales en la muestra de
agua no afectaba significativamente la extraccion de la
mayoria de los pesticidas. Ademas, el alto contenido de
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sal en el agua mejoré la retenciéon de algunos
pesticidas (los mas polares y los muy solubles en
agua). Por ejemplo, dicrotophos (pKow = 0.5 y una
solubilidad en agua de 1000 g/L) incrementé la
recuperacién de un 8 a un 41% cuando la muestra de
agua contenia un 1% de NaCl, y la recuperacion
permanecié constante incluso para un 5% de NacCl. Sin
embargo, para los pesticidas no polares y menos
solubles en agua, las sales presentes en el agua
afectaron negativamente a su retencién en el sorbente
MSU-1. Ejemplos de este ultimo comportamiento son
pyridalyl (pKow = 8), tebufenpyrad (pKow = 4.9) y
teflubenzuron (pKow = 4.3), cuyas recuperaciones
eran proximas al 80% en agua ultrapura, pero cuando
el contenido en sal aument6 hasta el 2% o superior,
sus recuperaciones disminuyeron por debajo del 50%.
Para el resto de los pesticidas (los de polaridad
intermedia) su retencion en el sorbente MSU-1 no se
vio afectada por el contenido en sales.

El incremento en las recuperaciones para los
pesticidas muy polares en aguas con elevado
contenido en sales fue observado por E. Turiel y col.
[39] para una de las dos triazinas estudiadas
(altamente polares) (de-ethylatrazine), justificAndolo
mediante el efecto “salting-out”. En otro trabajo, H.
Lord y col. [40] también usaron este enfoque para
justificar el incremento en la recuperacién de los
analitos. De acuerdo con estos autores, el efecto
“salting-out” conlleva la formacién de esferas de
hidratacién alrededor de las moléculas i6nicas de la
sal, de tal manera que este proceso de hidratacién, que
implica a moléculas de agua, disminuye la
concentracion del agua disponible para disolver las
moléculas de analito. Sin embargo, este hecho puede
afectar negativamente la retencién de los analitos
solubles en agua con valores elevados de pKow [40].
Por otra parte, aunque la presencia de sales en las
muestras de agua mejora la retencion de los pesticidas
polares, también puede conducir a una mejora o una
disminucién de las sefiales en MS, conocidas como
“efecto matriz”, causando errores en la cuantificacién
en las muestras reales.

Teniendo en cuenta que las aguas naturales tienen
concentraciones  variables de sales y el
comportamiento descrito anteriormente, no se
adiciond NaCl a las muestras. Por eso se estudiaron
otras estrategias adicionales para mejorar la retencién
de los pesticidas polares.

3.3.3. Otros factores que afectan a la SPE

Para mejorar la retencidn, principalmente de los
pesticidas polares, deben optimizarse otros factores
que afectan a la etapa de SPE, tales como la cantidad
de sorbente MSU-1 en el cartucho, ya que el aumento
en la cantidad de sorbente puede causar dos efectos
opuestos.

Cuando se incrementa la cantidad de sorbente en el
cartucho de SPE, su capacidad de retencién aumenta y
no tienen lugar pérdidas de los pesticidas mas polares
durante el proceso de preconcentracion de la muestra

Pdgina 20


https://doi.org/10.1016/j.microc.2022.108168

ACTUALIDAD ANALITICA

de agua. Sin embargo, los pesticidas mas apolares son
fuertemente retenidos y se necesita un mayor
volumen de disolvente orgdnico para su desorcién
completa durante la etapa de elucién. Por eso, ambos
factores (cantidad de sorbente y volumen de elucién)
estan relacionados y deben optimizarse
simultdneamente.

Ademas, la sensibilidad del procedimiento de SPE
depende del factor de preconcentraciéon. Asi, si la
cantidad de sorbente aumenta, es posible
preconcentrar un mayor volumen de agua, el factor de

preconcentracidon es mayor y menores cantidades de
pesticidas pueden detectarse en el agua. Por el
contrario, si el volumen de agua preconcentrada
aumenta pueden ocurrir pérdidas de los pesticidas
mas polares en el proceso de preconcentracién, un
efecto conocido como “breakthrough” o “rotura”.
Como puede observarse, la cantidad de sorbente y el
volumen de muestra también estan relacionados.

Por eso, debe utilizarse un disefio experimental para
optimizar simultdneamente los tres factores.

Fig. 2. Relacién entre las recuperaciones y la polaridad de los pesticidas utilizando acetonitrilo y hexano como disolventes de

3.2.3.1. Metodologia de la superficie de respuesta

La metodologia de la superficie de respuesta (RSM) se
aplicé para optimizar tres de los factores que afectan
a la absorcién y desorcién de los pesticidas en el
sorbente MSU-1. Se utilizé el disefio experimental de
Box-Behnken (BBD) para tres factores y tres niveles,
incluyendo tres réplicas para el valor central. La Tabla
S2 (ver ESM) muestra los valores de los tres factores a
los tres niveles seleccionados en los quince
experimentos. De acuerdo con estudios previos, se
seleccionaron los siguientes niveles para los factores:
cantidad de sorbente entre 25 y 100 mg, volumen de
agua entre 50 y 100 mL y volumen de disolvente de
elucién entre 3y 5 mL.

Se preconcentraron muestras de agua ultrapura
(pH=6.0+0.1), conteniendo la misma cantidad de
pesticidas (5 ng de cada uno) y fijando los valores de
los factores de acuerdo con el disefio experimental.
Los extractos de las muestras se analizaron en el
sistema UPLC-MS/MS y los analitos se cuantificaron
usando curvas de calibrado con los patrones
preparados en disolvente (solvent-based calibration
curves). Para encontrar las condiciones 6ptimas para
los tres factores se empled la optimizacion multi-
respuesta, usando la funcién de “desirability”.

Puesto que este trabajo implicaba la SPE de 218
pesticidas, se utilizaron 14 conjuntos de 16 pesticidas
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elucion

cada uno (Tabla S3, ESM), que se establecieron de
acuerdo con sus polaridades (pKow).

3.2.3.2. Analisis ANOVA

La significaciéon estadistica del efecto de los tres
factores en el procedimiento SPE se evalué mediante
el andlisis de la varianza (ANOVA, p-value<0.05) y su
influencia positiva o negativa sobre la respuesta se
mostro en diagramas de Pareto.

El test ANOVA mostré resultados estadisticamente
significativos de los factores SPE para 89 pesticidas
(Tabla S3, ESM). Asi, un incremento en la cantidad de
MSU-1 afect6 a la preconcentraciéon de 62 pesticidas
(aumentando las recuperaciones para 51 de ellos). En
comparacién, el uso de un mayor volumen de
disolvente de elucion mejoré la elucion de 22
pesticidas.

Hay que destacar que uno o mas factores SPE
afectaron a las respuestas de la mayoria de pesticidas
muy polares (correpondientes a los conjuntos 1-3 de
la Tabla S3, ESM) y a los pesticidas poco polares
(correspondientes a los conjuntos 11-14 de la Tabla
$3,ESM). De acuerdo con estos resultados, los factores
mas significativos para los pesticidas muy polares
fueron la cantidad de sorbente (influencia positiva) y
el volumen de muestra (influencia negativa).

Por eso, los pesticidas mdas polares fueron mas
retenidos a medida que aumentaba la cantidad de
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sorbente, pero eluian durante el proceso de
preconcentracion si el volumen de muestra
aumentaba.

Por el contrario, el factor mas significativo que
afectaba a las recuperaciones de los pesticidas menos
polares fue la cantidad de sorbente MSU-1, que influy6
negativamente a la etapa de preconcentracion. Asi, los
pesticidas menos polares fueron fuertemente
retenidos y una mayor cantidad de sorbente
dificultaba la etapa de elucién.

Por ejemplo, en la Fig. S2 (ver ESM) se muestra el
diagrama de Pareto para aldicarb sulfone (conjunto 1)
y spirodiclofen (conjunto 14). En el caso de aldicarb
sulfone (Fig. S2(a)), los tres factores afectan a la
preconcentracion, siendo el volumen de muestra el
mas significativo. Simultidneamente, la cantidad de
MSU-1 es la tinica variable significativa que afecta a la
preconcentracion de spirodiclofen (Fig. S2(b)).

3.2.3.3. Optimizacién multi-respuesta

Una vez evaluada la significacion estadistica de las tres
variables SPE, se optimizaron modelos multi-
respuesta para cada conjunto de pesticidas [41]. La
Tabla S3 (ver ESM) muestra los valores o6ptimos
obtenidos para los tres factores en cada conjunto de
pesticidas.

Para los conjuntos 1 y 2 (pesticidas mas polares) las
condiciones 6ptimas son 100 mg de sorbente MSU-1,
50 mL de muestra de agua y elucién con 4 mL de
acetonitrilo. Para el resto de pesticidas, los valores
6ptimos para los tres factores son similares, oscilando
la cantidad de MSU-1 entre 50 y 65 mg, el volumen de
muestra entre 70 y 84 mL y el volumen de acetonitrilo
parala eluciéon entre 3.7 y 5 mL. Estos valores estan de
acuerdo con los resultados obtenidos en el test
ANOVA.

La Fig. S3 (ver ESM) muestra las representaciones 3D
de las superficies de respuesta obtenidas para el
conjunto 14.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en el
estudio de optimizacion multiple, puede concluirse
que 100 mg de MSU-1, 50 mL de muestra de aguay 5
mL de acetonitrilo para la elucién son las mejores
opciones para la preconcentraciéon de todos los
pesticidas mediante SPE con el sorbente MSU-1.

3.3. Efecto matriz

Un problema importante en el andlisis de pesticidas en
muestras medioambientales mediante HPLC-ESI-
MS/MS es la supresion o el incremento en la sefial del
analito debido a componentes de la matriz (es decir, el
llamado “efecto matriz”). De acuerdo con la IUPAC el
efecto matriz (EM) se define como los “efectos
combinados de todos los componentes de la muestra,
aparte del analito, sobre la medida del analito. Si
puede identificarse un componente especifico como
causante de un efecto sobre la sefial analitica, este se
denomina “interferencia” [42]. El EM puede ser
particularmente marcado en muestras complejas,
cuando el analito co-eluye con otros componentes de
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la matriz, lo que altera cuantitativamente los
resultados del analisis, en detrimento de la validacién
del método ya que afecta a la reproducibilidad,
linealidad, selectividad, exactitud y sensibilidad [42].
Debido a que el mismo analito puede responder de
diferente manera en diferentes muestras y una
muestra puede afectar a las sefiales de diferentes
analitos de diferente forma, el EM es una variable
fundamental [42]. Por eso, la evaluacién del EM en
muestras de diferentes tipos tiene que formar parte
del proceso de validacion de cualquier método
analitico.

3.3.1 Evaluacién del efecto matriz

El efecto de los componentes de la matriz que
coeluyen con los pesticidas se estudié comparando las
pendientes de las graficas de calibrado obtenidas con
los patrones preparados en disolvente (solvent based
calibration graphs) y las graficas de calibrado
obtenidas con los patrones preparados en extracto
blanco de matriz (matrix-matched calibration graphs)
de acuerdo con la ecuacién:

Pendiente de la curva de calibrado en blanco de matriz

EM(%) = [(

Pendiente de la curva de calibrado en disolvente ) B 1] x100

Valores de EM>|+20 %] reflejan una supresion (EM<-
20%) o incremento (EM>20%) de la sefial debido a
otros componentes de la muestra.

Se obtuvieron curvas de calibrado en disolvente
usando cuatro disoluciones patron de los pesticidas
preparados en el disolvente de inyeccién (1-100 pg/L)
y la pendiente para cada pesticida se compar6 con la
pendiente de la curva de calibrado obtenida usando
disoluciones patrén de los pesticidas preparados en
extracto SPE de matriz de cuatro muestras de aguas
reales. En la Fig. 3 puede observarse que
aproximadamene un 80% de los pesticidas
presentaban un EM (%) bajo (< | 20% |) en las cuatro
muestras de agua estudiadas, mientras que para el
resto de pesticidas, los valores de EM (%) fueron
diferentes, dependiendo del tipo de agua y solo
methiocarb sulfoxide presenté un EM(%) medio o alto
en todos los tipos de aguas .

Fig. 3. Estudio del efecto matriz realizado en muestras de
agua con diferente concentracion de sales (diferente
conductividad) y diferente naturaleza (dos aguas
superficiales y dos aguas subterrdneas)
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Por otra parte, se observé que habia relacion entre el
EM y el contenido en sales de la muestra de agua, de
manera que cuando la conductividad del agua era
mayor (mayor contenido en sales), un mayor nimero
de analitos presentaron EM significativo, siendo
mayor en las dos muestras de agua subterranea
(muestra 1 y muestra 2).

De acuerdo con estos resultados, es necesario aplicar
estrategias para corregir el efecto de los componentes
de la matriz sobre la cuantificacion de los pesticidas en
las muestras de agua.

3.3.2 Correccion del efecto matriz

Se han propuesto algunas estrategias para corregir o
disminuir el EM. Una de ellas es reducir el nimero de
componentes de la matriz que entran en el MS/MS
junto con el analito. Esto puede conseguirse
mejorando la preparacion de la muestra mediante una
extraccion mas selectiva [43] y una limpieza mas
exhaustiva [44] o mejorando la separacion
cromatografica [45-48]. Sin embargo, ademas de
consumir mucho tiempo, el riesgo de pérdida de
analitos o de contaminacién de la muestra aumenta
con cada etapa adicional de limpieza. Parala mejora de
la separacién cromatografica se emplean tiempos de
analisis mayores, asociados con picos mas anchos y
sensibilidades decrecientes. Otra opcién es diluir la
muestra e inyectar menos cantidad de ella, aunque
esto puede tener como resultado una reduccion en la
sensibilidad [45].

Si estas estrategias no pueden eliminar el EM, este
puede ser compensado frente a errores sistematicos
[49]. La estrategia mas versatil es utilizar patrones
marcados isotépicamente, pero son caros y, a menudo,
no estan disponibles para todos los analitos objeto de
estudio, principalmente en métodos multirresiduo.
También se ha utilizado la calibracién usando
patrones preparados en blancos de matriz; sin
embargo, es muy dificil encontrar una matriz similar a
la de la muestra que no contenga los analitos objeto de
estudio, principalmente en analisis medioambiental.
Recientemente, se ha propuesto la técnica “echo-
peak”, que usa patrones no marcados, para compensar
el EM, pero esta estrategia requiere que los analitos se
encuentren muy bien separados. Por otra parte,
cuando no se encuentra disponible un blanco de
matriz, el método de la adicion de patréon es
probablemente la herramienta mas adecuada para
compensar los errores causados por el EM [49], ain
consumiendo mucho tiempo y siendo muy laboriosa
ya que para cada muestra problema es necesario
analizar porciones fortificadas de esta.

De acuerdo con esta estrategia, cada extracto de
muestra se fortifica con diferentes niveles de
concentraciéon de analito (es decir, antes de la
inyeccidn) para construir una curva de calibrado para
cada muestra, de tal manera que la variabilidad de la
matriz no es un punto crucial. M. Sriiber y col. [49]
estudiaron tres estrategias de calibracién para
compensar los errores debidos al EM de siete
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derivados del naftaleno en diferentes muestras,
encontrando que la adicion de patrén para cada
analito en cada muestra proporcionaba
concentraciones exactas.

También es posible compensar la eficacia de la
extraccion y la supresion o incremento de la sefial, es
decir, la combinacién entre EM y efectividad de la
etapa de extraccién. La Guia SANTE [50] tiene en
cuenta los dos enfoques en relacién a la adicién de
patréon: (i) fortificaciéon de la muestra antes del
proceso de extraccion y (ii) fortificacion del extracto
obtenido después de la extraccion.

Ademas, la fortificacién de la muestra antes de la
extraccién también considera posibles interacciones
entre los analitos y los componentes de la muestra
[51].

Se realizaron dos experimentos usando la adicién de
patrén para obtener los mejores resultados en la
determinacion de pesticidas mediante SPE-UPLC-
MS/MS. Este estudio se llev a cabo con un blanco de
agua subterranea (muestra 1) fortificada con todos los
pesticidas a un nivel de concentracion de 0.1 pg/L de
cada uno.

En primer lugar, se preconcentraron tres alicuotas de
una muestra de agua subterranea fortificada y dos
extractos SPE se fortificaron con todos los pesticidas a
dos niveles de concentraciéon (adicion de patrén
después de la extraccién mediante SPE). Asi, las
concentraciones de cada pesticida en las tres
disoluciones patrén de calibrado fueron 0, 10 and 20

ug/L.

En segundo lugar, se afiadieron diferentes cantidades
dela disolucién patrén de los pesticidas a las muestras
de agua fortificadas y, tras la preconcentracién SPE, se
obtuvieron tres disoluciones patrén de calibrado con
niveles de concentracién de los plaguicidas de 0, 10
and 20 pg/L de cada pesticida (adicién de patrén antes
de la extraccién mediante SPE).

En ambos experimentos, la cuantificacion de los
pesticidas en la muestra de agua subterrdnea
fortificada se calculé por extrapolacién en las curvas
de calibrado. La Fig. 4 muestra las recuperaciones
obtenidas en ambos experimentos (detalles en la
Tabla S4, ESM). Puede observarse que cuando la
cuantificacion se realiza con adicion de patrén antes
de la SPE, las recuperaciones mejoran para la mayoria
de los pesticidas, y se encuentran entre el 50 y el
130%, siendo oxyfluorofen la excepcién con
recuperaciones <30%. Por el contrario, se obtuvieron
bajas recuperaciones (<50%) para el 42% de los
pesticidas cuando la adicién de patroén se llevo a cabo
después de realizar la extraccion SPE.

A la vista de estos resultados, puede concluirse que la
aplicacion del método de la adicion de patrdn,
adicionando los patrones de los pesticidas a la
muestra antes de la preconcentracién, proporciona
mejores resultados que el procedimiento mas
frecuente, consistente en adicionar los patrones a los
extractos después de la preconcentracion mediante
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SPE [52]. Esto es debido a que, de esta manera, los
patrones de calibracién estin sometidos al mismo
efecto debido al proceso completo que los analitos
contenidos en la muestra. Ademdas, también se
corrigen los errores inherentes al proceso
experimental.

Fig. 4. Rango de recuperaciones obtenidas frente al
porcentaje de pesticidas usando cuantificacion mediante
adicidn de patrdén antes y después de la preconcentracion

Tabla 1. Puntos de penalizacién (pp) de los reactivos
utilizados en el método analitico

3.4. Seguimiento del perfil ecolégico del método
desarrollado

Se utilizaron dos herramientas para evaluar el perfil
ecolédgico del método: National Environmental Methods
Index (NEMI) y Analytical Eco-scale (AES). NEMI se
representa mediante un pictograma que contiene
cuatro campos, estando los criterios resumidos en
cuatro términos clave: PBT, Peligrosos, Corrosivos y
Residuos.

Los respectivos cuadrantes del pictograma NEMI
estaran coloreados de verde si los reactivos usados no
son PBT (persistentes, bioacumulativos o téxicos), no
peligrosos, no corrosivos (12>pH>2) y la cantidad de
residuo generado es <50 mL [53,54]. En este caso, (Fig.
5), el cuadrante correspondiente a peligrosos no es
verde porque tanto el disolvente de elucion
(acetonitrilo) como los modificadores organicos de la
fase mavil (metanol y acido formico) estan incluidos en
la lista EPA’s TRI [55] y en las listas de Resource

Conservation and Recovery Acts [56]. Los otros tres
cuadrantes son verdes porque el acetonitrilo, el metanol
y el acido férmico son no PBTs, no peligrosos y no
corrosivos (trabajando a pH=6.0), y la cantidad de
residuo generado es de 3.5 mL (<50 mL).

Como el pictograma NEMI no proporciona suficiente
informacion, se aplicé también la metodologia AES Esta
estrategia asigna puntos de penalizacidn a cada reactivo,
energia consumida y residuo generado, y los puntos de
penalizacién se restan a 100. El método analitico se
considera excelente si el valor Eco-Scale es >75,
aceptable si el valor es >50 e inadecuado si el valor es
<50 [53]. Los puntos de penalizacién se calcularon de
acuerdo con un trabajo previo [54, 57] y la asignacién de
los puntos de penalizacién se muestra en la Tabla 1.
Puede observarse que el método propuesto alcanz6 una
puntuacion Eco-Scale de 80 sobre 100, por lo que puede
considerarse una excelente alternativa verde

Fig. 5. Pictograma NEMI. El campo es verde si se cumple el
requerimiento correspondiente

3.5. Validacién: exactitud, precision y selectividad

Una vez establecido que las mejores recuperaciones se
consiguieron fortificando la muestra con los patrones
de calibracion antes del proceso de preconcentracion,
el método SPE-UPLC-MS/MS se validé en cuanto a
exactitud, precisién y selectividad utilizando la
muestra 1 (muestra de agua subterrdnea). La
validaciéon se llevd a cabo a tres niveles de
concentracion de los pesticidas en la muestra de agua
subterranea (0.1, 0.25y 0.5 pg/L).

A tal fin, a tres alicuotas de 50 mL de la muestra 1,
fortificadas a los tres niveles de concentracion, se
adicionaron cantidades crecientes de los patrones de
los pesticidas (0, 0.1, 0.2 y 0.4 pg/L). Todas las
muestras (por triplicado) se preconcentraron de
acuerdo con el método SPE propuesto y se
cuantificaron utilizando el método de la adicién de
patrén antes de la SPE. La Tabla 2 muestra las
recuperaciones de los pesticidas (%) y la DER (%)
obtenida para los tres niveles de concentracién. Se
obtuvieron recuperaciones entre 54 y 130% y
DER=#20 % para la mayoria de los pesticidas, pero
para 22 pesticidas a 0.1pg/L, 10 pesticidas a 0.25 ug/L
y 5 pesticidas a 0.5 pg/L, las recuperaciones fueron
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superiores al 130%.

La selectividad del método propuesto se estudié
utilizando el criterio establecido en la Directiva
96/23/CE [30]. En ninguna de las muestras reales se
encontraron componentes de la matriz coeluyentes
con los analitos y las ratios SRM2 /SRM1 para todos los
pesticidas estuvieron dentro de los intervalos de
confianza establecidos para los pesticidas en
disolvente (+30%).

3.6. Aplicacion del método propuesto a muestras de
aguas subterrdneas reales

El método SPE-UPLC-MS/MS propuesto se aplico a la
determinacién de los 218 pesticidas seleccionados en
trece muestras de agua subterranea recogidas en las
proximidades del Parque Natural de Cabo de Gata-
Nijar, algunas de ellas de pozos cercanos a
invernaderos. Para contolar la efectividad del
procedimiento de SPE, junto con las muestras reales,
se someti6 al método propuesto una muestra de
control (QC) fortificada con 0.1 ng/L de cada pesticida.

La Tabla 3 muestra los pesticidas encontrados en las
muestras reales y detectados de acuerdo con los tres
puntos de identificacion establecidos porla Guia de UE
[27], asi como las recuperaciones obtenidas para estos
pesticidas en la muestra QC, siendo todos ellos
satisfactorios (recuperaciones entre 54 y 130%).
Puede observarse que se identificaron en las muestras
38 pesticidas, pero la mayoria de ellos se encontraban
a niveles de concentracion inferiores a 0.1 pg/L
(valores semicuantitativos). La mayoria de los
pesticidas detectados frecuentemente en agua
subterrdnea fueron imidacloprid, hexaflumuron y
oxadixyl en 7, 6 y 5 muestras, respectivamente. Por
ejemplo, la Fig. 6(a) muestra las sefiales de MS/MS
obtenidas para imidacloprid en la muestra QC (0.1
pg/L) y en la muestra M3 (nivel de concentracion de
0.055 pug/L). Puede observarse que la ratio
SRM2/SRM1 es la misma para ambas muestras,
independientemente de la concentracién de analito.

Por otra parte, los valores mas altos (>0.1 pg/L) se
encontraron para methiocarb en tres muestras a
1.150, 0.393 y 0.221 pg/L, para pyrethrin II en una
muestra a 0.405 pg/Ly hexaflumuron en otra muestra
a 0.120 pg/L, siendo todos ellos insecticidas. La Fig.
6(b) muestra las sefiales MS/MS para methiocarb en
la muestra QCy en la muestra M7, que tenia el nivel de
concentraciéon mas elevado (100 veces mayor que el
maximo nivel permitido en agua potable por la UE).
Puede observarse en este caso que la ratio
SRM2/SRM1 de la muestra M7 (105.5%) es
ligeramente menor que el de la muestra QC (110.8%)
pero de acuerdo con el criterio establecido por la
Directiva 96/23/CE [30].
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Fig. 6. Sefiales de MS para SRM1 y SRMZ2 de: (a)
imidacloprid en la muestra M3y en la muestra QCy (b)
methiocarb en la muestra M7 y en la muestra QC

4. Conclusiones

En este trabajo, un material mesoporoso MSU-1 se
sintetizd en el laboratorio y se usé para preconcentrar
218 pesticidas de diferente naturaleza.

Para optimizar los factores clave que afectan a la
absorcién/desorcién de los pesticidas en el sorbente
se utilizaron la metodologia paso a paso (disolvente de
elucion, pH de la muestra y concentracion de sales) y
la metodologia de la superficie multi-respuesta
(cantidad de sorbente, volumen de agua y volumen del
disolvente de elucion, es decir, los factores que estan
relacionados).

Los analitos se determinaron por UPLC-MS/MS y se
observé efecto matriz para un 20% de los pesticidas;
por eso, para la cuantificacion se utiliz6 la calibracion
mediante adicion de patrén. En este sentido, se
estudiaron dos estrategias, adicionando los patrones
de pesticidas antes y después del proceso de
preconcentracion, es decir en la muestra blanco de
agua y sobre el extracto blanco, respectivamente. Los
resultados obtenidos fueron mejores cuando se
realizé la fortificacion antes de la SPE, es decir,
fortificando el blanco de agua; esto es debido a que, de
esta manera, los patrones de calibracién y los analitos
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contenidos en la muestra estan sometidos al mismo
efecto, debido a la muestra completa, y, ademas,
también se corrigen los errores debidos al proceso
experimental.

El método se validé utilizando un blanco de muestra
de agua subterrdnea con alto contenido en sales y,
después, se aplicé para analizar trece muestras
colectadas en las proxiidades del Parque Natural de
Cabo de Gata-Nijar. Se encontraron 38 pesticidas
diferentes con concentraciones inferiors a 0.1 pg/L
para la mayoria de ellos. Sin embargo, tres insecticidas
(methiocarb, hexaflumuron y pyrethrin II) se
encontraron a niveles de concentraciéon superiores a
0.1 pg/L, presentando methiocarb las concentraciones
mas elevadas en tres de las muestras analizadas (M5.
M6 y M7).

El sorbente MSU-1, fue sintetizado por primera vez en
nuestro laboratorio siguiendo un método barato y con
alto rendimieno y se utilizé6 por primera vez para
preconcentrar un elevado nimero de analitos (218
pesticidas en este caso) con excelente rendimiento.
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Tabla 2. Recuperaciones (%) y DER (%) obtenidos usando la calibracién mediante la adicién de patrén sobre una muestra blanco de
agua subterrdnea fortificada a tres niveles de concentracion

Pesticida 0.1 mg/L 0.25 mg/L 0.5 mg/L
Recuperacion (%)* DER (%) Recuperacion (%)* DER (%) [ Recuperacion (%)* DER (%)
Acetamiprid 100 12 88 14 87 8
Alachlor 117 10 102 16 96 13
Albendazole 100 5 112 15 105 16
Aldicarb 105 18 84 12 82 9
Aldicarb-sulfone 107 16 98 12 91 13
Ametoctradin 97 21 115 12 87 10
Anilofos 104 21 103 16 95 15
Atrazine 103 7 85 11 89 7
Avermectin Bla 117 18 107 17 108 15
Azinphos-ethyl 128 16 133 10 117 17
Azinphos-methyl 127 18 98 18 104 12
Azoxystrobin 108 11 79 2 92 7
Benalaxyl 118 21 98 13 106 15
Bendiocarb 102 4 85 13 81 8
Bitertanol 94 16 84 14 90 12
Boscalid 112 21 93 11 95 11
Bromacil 162 19 124 16 116 10
Bromuconazole 113 23 114 21 107 18
Bupirimate 112 12 111 23 99 14
Buprofezin 124 23 89 19 86 17
Carbaryl 111 22 104 25 91 21
Carbendazim 91 10 91 21 86 14
Chlorantraniliprole 103 22 106 17 101 11
Chlorbromuron 103 9 95 13 109 9
Chlorfenvinphos 105 10 80 14 85 11
Chlorfluazuron 91 23 74 15 83 16
Chlorotoluron 130 19 96 10 102 13
Chloroxuron 113 16 78 9 76 7
Chlorpropham 99 12 95 20 89 14
Chlorpyrifos 156 27 101 17 110 14
Chlorpyrifos-methyl 100 28 114 14 94 16
Chromafenozide 93 21 128 21 114 18
Clofentezine 144 18 121 19 99 15
Clomazone 95 13 87 15 80 9
Coumaphos 130 16 131 10 118 7
Cyazofamid 142 22 119 18 112 21
Cyflufenamid 126 31 91 5 85 7
Cyhalofop-butyl 127 33 82 14 95 12
Cymoxanil 112 13 110 19 104 9
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Cyproconazole 114 16 91 21 88 12
Cyprodinil 107 20 74 9 83 10
DEET 109 10 80 16 95 13
Demeton-S-methyl 100 22 103 11 91 8
Demeton-S-methylsulfone 87 21 86 12 76 5
Demeton-S-methylsulfoxide 84 21 86 10 89 8
Desethylterbuthylazine 113 5 104 16 95 14
Diazinon 115 23 81 9 75 9
Dichlorvos 78 15 112 17 94 7
Dicrotophos 96 14 87 17 80 15
Diethofencarb 104 22 118 11 101 8
Difenoconazole 117 23 107 19 96 17
Difenoxuron 108 10 99 10 105 13
Diflubenzuron 134 17 97 12 98 12
Dimethoate 107 5 111 15 103 9
Dimethomorph 106 8 92 16 109 7
Dimethylvinphos 107 17 100 12 95 14
Diniconazole 129 13 109 15 112 17
Diuron 116 12 96 15 90 9
Edifenphos 117 6 77 15 76 10
Epoxiconazole 110 22 84 16 94 21
Ethiofencarb 94 22 97 12 86 8
Ethiprole 100 18 114 19 101 12
Ethirimol 86 13 92 20 90 15
Ethoprophos 161 23 89 15 95 15
Etofenprox 127 17 100 12 86 8
Etoxazole 127 14 121 17 106 12
Famoxadone 152 26 143 25 125 23
Fenamidone 102 10 92 11 86 15
Fenamiphos 100 22 107 17 99 16
Fenamiphos-sulfone 96 9 96 18 84 9
Fenamiphos-sulfoxide 90 16 89 11 92 9
Fenarimol 113 18 106 17 110 14
Fenazaquin 148 23 163 21 134 23
Fenbendazole 114 13 111 9 99 7
Fenbuconazole 139 32 97 18 112 17
Fenhexamid 102 26 100 18 92 19
Fenoxycarb 128 22 115 10 117 8
Fenpropimorph 112 16 104 19 111 17
Fenpyrazamine 106 11 105 17 98 15
Fenpyroximate (E) 145 21 150 18 147 15
Fenthion 99 12 126 17 107 11
Fenthion-sulfone 99 7 95 7 102 14
Fenthion-sulfoxide 94 12 91 15 83 12
Fenuron 99 10 93 19 101 8
Fipronil 101 4 89 21 99 13
Fluacrypyrim 128 21 106 18 113 16
Fluazifop 95 16 69 15 75 12
Flubendiamide 96 12 114 25 105 14
Fludioxonil 137 16 88 13 94 7
Flufenoxuron 106 10 89 10 79 5
Fluometuron 107 17 100 21 119 23
Fluopicolide 110 7 94 15 97 11
Fluopyram 117 10 93 16 102 12
Fluquinconazole 131 21 105 20 84 14
Flusilazole 96 10 81 7 89 10
Flutriafol 107 13 104 9 96 12
Fluxapyroxad 117 15 130 20 115 15
Fosthiazate 111 12 107 16 91 12
Haloxyfop 89 7 90 12 84 14
Hexaconazole 95 8 87 14 79 6
Hexaflumuron 106 14 105 18 114 22
Hexythiazox 116 13 102 6 96 8
Imidacloprid 86 17 83 14 80 9
Indoxacarb 126 18 133 14 119 14
Iprovalicarb 101 9 88 20 96 10
Isocarbophos 116 20 94 12 83 9
Isofenfos-methyl 124 22 84 16 98 15
Isoprocarb 125 16 82 23 92 18
Isoprothiolane 136 17 151 19 131 15
Isoproturon 105 13 96 17 104 12
Isoxaflutole 95 8 97 12 84 10
Kresoxim-methyl 101 12 113 13 108 11
Lenacil 129 22 104 17 95 14
Linuron 104 5 89 17 113 11
Lufenuron 93 18 90 11 86 14
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Malathion 111 13 98 10 108 7
Mandipropamid 103 28 80 9 89 11
MCPB 89 9 95 13 81 10
Mebendazole 103 13 99 17 87 15
Mepanipyrim 105 20 128 16 101 14
Meptyldinocap 92 17 70 19 89 22
Metaflumizone (E) 100 20 66 19 75 14
Metalaxyl 107 13 94 16 86 13
Metamitron 106 19 90 21 109 16
Metconazole 98 11 70 18 78 14
Methidathion 106 15 94 14 101 17
Methiocarb 103 9 99 16 88 15
Methiocarb-sulfone 106 18 93 17 97 18
Methiocarb-sulfoxide 100 16 91 16 84 11
Methomyl 130 5 121 18 114 15
Methoxyfenozide 139 17 108 13 93 10
Metobromuron 107 16 95 21 79 9
Metolachlor 117 17 102 20 109 9
Metolcarb 135 20 102 17 110 19
Metrafenone 102 13 79 13 81 8
Monocrotophos 87 11 86 10 75 9
Monolinuron 102 13 83 19 89 11
Monuron 109 17 91 15 103 18
Myclobutanil 126 17 96 10 82 10
Neburon 112 9 98 14 105 6
Nitenpyram 61 14 91 13 90 11
Novaluron 119 19 107 14 113 17
Oxadiargyl 111 11 69 16 76 13
Oxadixyl 94 13 77 18 69 9
Oxamy]l 95 2 90 18 103 16
Oxasulfuron 94 11 86 21 79 15
Oxfendazole 101 16 104 12 91 16
Oxyfluorfen 85 10 67 15 71 18
Paclobutrazol 94 16 80 22 87 18
Penconazole 86 19 95 20 103 14
Pencycuron 120 20 101 15 88 10
Penflufen 114 13 90 3 88 8
Penthiopyrad 107 17 103 20 109 14
Permethrin 65 21 67 12 65 11
Phenthoate 120 17 96 6 86 9
Phosalone 141 7 77 15 81 13
Phosmet 98 16 93 18 89 13
Phoxim 119 19 54 18 64 21
Pirimicarb 112 18 97 17 88 14
Pirimiphos-methyl 101 11 70 21 85 18
Prochloraz 120 13 118 19 123 22
Profenofos 111 18 97 18 102 14
Promecarb 117 9 121 16 116 12
Prometryn 103 11 85 12 92 7
Propaquizafop 84 20 93 14 86 16
Propargite 106 12 110 11 99 15
Propazine 100 8 86 22 79 11
Propiconazole 101 17 83 22 68 11
Propoxur 112 9 85 19 82 15
Propyzamide 119 14 129 19 115 13
Proquinazid 112 19 101 4 97 12
Prosulfocarb 116 13 110 22 119 13
Prothiofos 123 19 164 27 152 18
Pyraclostrobin 99 14 106 13 89 6
Pyrethrin I 117 15 102 21 114 15
Pyrethrin II 109 6 111 13 102 5
Pyridaben 113 15 139 12 121 10
Pyridalyl 76 10 58 16 65 10
Pyridaphenthion 110 9 105 18 114 16
Pyridate 113 17 70 16 86 16
Pyrimethanil 110 19 114 27 97 23
Pyriofenone 108 20 85 19 79 14
Pyriproxyfen 142 25 119 11 99 8
Quinalphos 112 20 86 9 96 10
Quinoclamine 104 9 93 20 87 15
Quinoxyfen 129 21 115 7 102 13
Quizalofop 104 19 104 20 96 13
Quizalofop-ethyl 109 24 90 21 84 16
Rotenone 115 8 92 18 104 16
Simazine 103 6 94 17 111 9
Spirodiclofen 83 11 107 14 88 7
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Spiromesifen 96 22 114 19 105 10
Spirotetramat 94 17 82 19 76 14
Sulfoxaflor 101 4 88 16 95 9
Tebuconazole 108 19 95 7 112 17
Tebufenozide 125 7 119 12 103 14
Tebufenpyrad 145 27 82 15 75 6
Teflubenzuron 71 11 128 3 117 15
Terbuthylazine 98 8 89 12 80 12
Terbutryn 132 3 120 18 117 13
Tetraconazole 128 18 102 21 93 16
TFNG 87 19 90 21 85 18
Thiacloprid 95 4 88 14 80 8
Thiamethoxam 98 10 83 19 89 16
Thiobencarb 113 21 83 20 102 23
Tolclofos-methyl 114 15 89 14 91 9
Tolfenpyrad 134 26 158 10 127 10
Triadimenol 111 18 91 15 104 9
Triallate 116 16 102 16 93 12
Triazophos 118 25 112 22 100 19
Triclorcarban 64 12 68 15 72 7
Tricyclazole 99 4 85 17 101 12
Trifloxystrobin 122 13 100 19 95 8
Triflumizole 134 18 128 17 131 15
Triflumuron 124 15 63 18 68 11
Triticonazole 94 22 95 21 87 15
XMC 114 8 79 11 83 15
Zoxamide 131 21 102 17 113 14
Media 110 15 98 16 96 13

Tabla 3. Pesticidas detectados en muestras de agua subterrdnea colectadas en el sur de Espafia (Almeria)

.. oo Concentracion de pesticida (ug/L)
Pesticida Qc ML _ M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 MI10 MIil M1z Mi3
Azoxystrobin 73 0.004 0.044
Chlorfenvinphos 111 0.012
Chlorfluazuron 54 0.039 0.037
Chlorpropham 111 0.002
Cyhalofop-butyl 96 0.015
Cymoxanil 102 0.011 0,017 0.009
Dichlorvos 62 0.002
Dicrotophos 95 0.017
Diethofencarb 106 0.010
Difenoconazole 88 0.007 0.010
Epoxiconazole 102 0.003
Famoxadone 78 0.027
Fenamidone 90 0.003
Fenbendazole 69 0.012
Fenhexamid 120 0.006 0.004
Fenthion-sulfoxide 98 0.019
Hexaflumuron 104 0.120%* 0.020 0.015 0.022 0.028 0.010
Imidacloprid 96 0.023 0.055 0.003 0.009 0.008 0.014 0.016
Indoxacarb 123 0.011
Meptyldinocap 130 0.041
Metamitron 101 0.003 0.005
Methiocarb 105 0.393* 0.221* 1.150*
Methomy!l 109 0.004
Myclobutanil 116 0.008 0.002 0.008
Novaluron 95 0.036 0.013 0.012
Oxadixyl 103 0.008 0.054 0.015 0.018 0.039
Oxyfluorfen 97 0.023
Penconazole 112 0.002 0.005 0.012 0.006
Penflufen 109 0.011
Permethrin 58 0.010 0.018 0.020
Propaquizafop 82 0.013
Pyrethrin [ 120 0.006 0.063
Pyrethrin II 81 0.005 0.405* 0.008
Quizalofop 115 0.005
Tebuconazole 116 0.012 0.005 0.008
Tebufenozide 71 0.017
Trifloxystrobin 85 0.012
Triflumuron 115 0.012
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DISPOSITIVOS MOVILES COMO HERRAMIENTAS PARA LA SEGURIDAD ALIMENTARIA
Roberto Saez-Hernandez, M. Luisa Cervera, Adela R. Mauri-Aucejo

Departamento de Quimica Analitica, Universitat de Valeéncia, C/ Dr. Moliner, 50, Burjassot,
46100, Espana

Los dispositivos de analisis point of care (POC, por
sus siglas en inglés) en el ambito de la salud han
tomado protagonismo durante los dltimos afios, y
por todos/as es conocido su existencia, utilidad y
limitaciones. Sin embargo, en el ambito de la
seguridad  alimentaria, su desarrollo vy
transferencia a la sociedad no se encuentra todavia
a niveles comparables.

Una de las estrategias para acercar los andlisis al
usuario son los teléfonos moéviles: estos, en tanto
que dispositivos equipados de diferentes sistemas
electronicos, permiten hacer uso de ellos (a veces
con las debidas modificaciones) para realizar
andlisis quimicos, bien sean electroquimicos u
opticos (1). En este articulo, nos centraremos en la
segunda posibilidad: la aplicacién de las camaras
mdéviles para andlisis de parametros quimicos de
interés, poniendo el foco en un caso concreto del
analisis alimentario.

Acrilamida en alimentos

La acrilamida (2-propenamida) es un compuesto
organico sencillo que encuentra usos en diferentes
ambitos como reactivo de sintesis en la
preparaciéon de compuestos como copolimeros,
siendo la poliacrilamida el ejemplo mas
caracteristico. Dada su naturaleza relativamente
polar, es un compuesto soluble en agua, asi como
en disolventes organicos polares, tales como el
metanol o la acetona.

Pese a ser un compuesto cuya sintesis se describi6
por primera vez en 1949 (2), suinterés en el ambito
de la salud y la seguridad alimentaria no surgié
hasta el afio 2002, a raiz de un estudio llevado a
cabo en Suecia por investigadores/as y publicado
en la revista Journal of Agricultural and Food
Chemistry (3) en el que se demostraba como la
técnica de cocinado y la naturaleza del alimento
eran factores clave en la mayor presencia de
acrilamida, y se alertaba acerca de la influencia que
la dieta y las técnicas de calentamiento podian
tener sobre la ingesta de productos sobre los cuales
ya sobrevolaba una sospecha. Los resultados de la
investigacién, que fueron objeto de gran interés
mediatico (4) (incluyendo filtraciones, intereses
comerciales, cientificos y politicos), generaron por

primera vez la necesidad de someter a mayor
control la presencia de acrilamida en alimentos.

Como qued6 expresado en la opinidén cientifica
redactada por la Comisién Europea, este
descubrimiento no suponia un riesgo nuevo parala
seguridad alimentaria, sino mas bien una
ampliacién del conocimiento acerca de los riesgos
asociados al consumo de ciertos alimentos (5).
Ademas, derivado del recién publicado articulo,
quedaba claro que el modo de preparacién de los
alimentos constituia una de las variables de mayor
significancia a la hora de reducir los riesgos
asociados al consumo de sustancias peligrosas.

En esta direccidn, se comenzé a investigar acerca
de diferentes estrategias y metodologias para
reducir la formaciéon de acrilamida en diferentes
alimentos. Por ejemplo, el escaldado previo a la
preparacién de patatas fritas demostré utilidad
para reducir la formacién de dicho compuesto en
este alimento (6). Asimismo, el uso de técnicas de
cocina como el microondas o el hervido también se
han mostrado eficientes para la preparacién de
alimentos de manera que la cantidad de acrilamida
sea menor. En general, las metodologias de
cocinado que involucran temperaturas mas suaves
favorecen la mitigacién en la produccién. El pH
también es un factor importante, siendo un pH
neutro el que favorece la aparicion de mayores
cantidades de acrilamida en alimentos (7). Este tipo
de buenas practicas se recogen en el Acrylamide
Toolbox, un informe en que se recomiendan
estrategias para diferentes tipos de alimentos con
el fin de minimizar el contenido de acrilamida (8).
Los alimentos que presentan mayor probabilidad
de contener acrilamida son, por tanto, aquellos que
tengan elevados contenidos de carbohidratos,
aminoacidos (especialmente asparagina), y que
sean sometidos a procesos de calentamiento a
elevadas temperaturas. Destacan, por tanto, el café,
el pan, galletas, los productos fritos como las
patatas y los alimentos infantiles a base de cereales.
A dia de hoy, la evidencia en animales apunta hacia
el efecto neurotoxico y carcinogénico de la
acrilamida, aunque este ultimo no queda claro para
el caso de los humanos (9, 10). Sin embargo, dada
la incertidumbre y el potencial peligro en este
sentido, la Agencia Internacional para Ila
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Investigacion del Cancer (IARC, de sus siglas en
inglés) la clasifica dentro del grupo 2A (11), como
“probablemente carcinogénico para humanos”. En
la base de datos de la ECHA (European Chemicals
Agency), aparece como sustancia posiblemente
carcinogénica, mutagénica y peligrosa para la piel
(12).

En este contexto, es evidente que la presencia de
acrilamida en alimentos preparados es un
parametro de obligado control. Como tal, y segiin se
desprende de la normativa europea (13), existe un
valor limite para una serie de alimentos (productos
de panaderia, café y derivados, comidas
infantiles...) asi como una coleccion de practicas de
produccién, desde la agronomia hasta el
preparado, pasando por la formulacién. Para el
caso particular del pan, se recomienda mantener
los cultivos libres de infecciones por hongos, la
sustituciéon de fructosa por glucosa, o la
optimizacion de los procesos de coccion del pan
para disminuir, en la medida de lo posible, la
formacidn de acrilamida.

Sin embargo, esta normativa encuentra su limite en
los hogares. Si bien algunos productos que tienen
prevista su finalizacién en casa (como podria ser
algunos panes que se terminan de cocer en el
hogar) si estan incluidos en la normativa europea y
por tanto contienen instrucciones y
recomendaciones, existen otros que escapan
completamente de su alcance. Es el caso, por
ejemplo, de las tostadas de pan. En este sentido, el
Ministerio de Sanidad publicé en el 2019 una
campafa titulada “con la acrilamida, no
desentones. Elige dorado, elige salud” (14) con el
objetivo de concienciar al consumidor final de la
importancia de la minimizacién del contenido de
acrilamida. En ella, se hace énfasis en la
importancia del color como aproximacion al nivel
de esta sustancia en el producto final.

Dispositivos méviles para el control de pardmetros
quimicos de interés

A modo de aproximacion sencilla, in situ y conocida
por el consumidor, los mdviles se presentan como
una herramienta adecuada para la determinacién
de ciertos parametros quimicos de interés. En este
caso, el objetivo del trabajo (15) pas6é por
determinar la posibilidad de hacer uso de un
teléfono maévil como herramienta de captura del
color con el fin de establecer una correlacién entre
acrilamida y color final de la tostada.

Utilizando pan de molde a base de harina de trigo
refinada, se prepararon tostadas mediante una
tostadora comercial, y se sometieron a diferentes

tiempos de calentamiento para obtener una
graduacion de color. A continuacién, se
fotografiaron las muestras antes de ser analizadas
mediante cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de masas.

Para ello, se hizo uso de una cabina de luz portatil
que proporcionara una iluminacién constante a las
muestras, que se introducian en la cabina junto con
un blanco de referencia para contrarrestar
pequefios cambios en la iluminacién. Haciendo uso
de un dispositivo mévil, se capturaron las imagenes
y mediante tratamiento de imagen haciendo uso
del toolbox “colorlab” (16) se extrajeron
parametros de color RGB y CIEL*C*h*.

De esta manera, los resultados de color se hicieron
corresponder con las concentraciones observadas
mediante LC-MS para estudiar las posibles
correlaciones.

En este punto, cabe mencionar la colorimetria y el
concepto de espacio de color, dado que son las
herramientas utilizadas en la aplicacion de
dispositivos méviles como instrumentos de analisis
del color. El archivo de imagen codifica la
informaciéon referente al color en una serie de
parametros a los que habitualmente se les conoce
como canales. Estos, generalmente, vienen en
triadas: por ejemplo, el espacio de color RGB, esta
compuesto por R, Gy B, que hacen referencia a los
canales que representan rojo, verde y azul,
respectivamente. Asi, un color vendra
representado por un vector de dimension 3x1, de
los cuales el (255, 255, 255) o su versién
normalizada (1, 1, 1) representan el blanco, y el (0,
0, 0) representa el negro.

Sin embargo, existen otros sistemas alternativos de
codificacién del color, como el CIE L*C*h* que
funcionan de manera similar: un canal, el L*
(luminancia) representa la cantidad de luz que
tiene dicho color, tomando valores mas elevados
para colores mas claro, y valores menores para
colores oscuros; y dos canales (C* y h*) que
representan el color en coordenadas cilindricas.
Por un lado, la cromaticidad (C*) representa la
cantidad de color, y seria el médulo del vector; por
otro lado, el tono (h*), que representa la naturaleza
de dicho color, y seria el &ngulo de dicho vector.
Los resultados obtenidos permitieron observar
correlacién entre el parametro R con respecto al
contenido global de acrilamida en la tostada, como
se puede observar en la Figura 1. Como se aprecia,
los valores R van en decrecimiento a medida que
aumenta la concentracién de acrilamida debido al
hecho de que el color global de la tostada se
oscurece con el calentamiento (15). La tendencia,
en el caso del parametro que indica el tono (h*), es
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también descendente, pero en este caso no sigue un
comportamiento lineal. La variacién de este ultimo
parametro indica que el color de la tostada pasa
desde un amarillo inicial hacia el rojo.

Figura 1: Correlacion entre los parametros Ry h*y la
concentracion promedio de acrilamida en las tostadas. Los
ajustes se realizaron mediante un modelo lineal y un
polinémico, respectivamente.

Mediante esta aproximaciéon se observa que los
limites marcados en rojo, correspondientes al valor
maximo recomendado en la Directiva 2017/2158,
quedan delimitados en términos de color en las
condiciones de trabajo estudiadas. Asi, es sencillo
discriminar una tostada que supere el contenido
promedio maximo simplemente en base al color
que presenten sus caras.

En la Figura 2 se presenta de manera visual la
relacion entre la concentracién global de
acrilamida, el valor de tono (en radianes) y el color
de una de las caras de algunas de las muestras.

Figura 2: Valores de tono (h*), concentraciones globales
de acrilamida encontradas y aspecto de la tostada.

En resumen

De los resultados de la investigacion se desprende
que existe un potencial desarrollo de herramientas
in situ para la determinaciéon de acrilamida en
tostadas, que permitiria al usuario final establecer,
de manera cuantitativa, si el alimento se encuentra
dentro de los margenes considerados como
seguros para el consumo.

Este tipo de aproximaciones analiticas han de
tomarse, en todo caso, con las precauciones
pertinentes. A saber, se trata de dispositivos que no
fueron originalmente disefiados con tal fin, de
manera que los resultados son fiables siempre que
se trabaje en las condiciones en las que se ha
desarrollado la optimizacién.

En este sentido, las condiciones de iluminacién
suponen un factor crucial a la hora de asegurar, por
un lado, la repetibilidad de los resultados. Por otro
lado, existe el factor de la variabilidad entre
dispositivos. Dado que los fabricantes de
dispositivos méviles aplican diferentes filtros y
procesos automaticos de modificaciéon y mejora de
la imagen, el color final que representa la imagen
no tiene por qué corresponderse con el color real
de la muestra. Para ello, y en funcién de cual sea el
objetivo final de la investigacion, es necesaria una
caracterizacion de la respuesta de la camara en las
condiciones de trabajo.

En esta direccidn se centra una parte de la
investigacién del grupo, en colaboraciéon con el
departamento de Optica, Optometria y Ciencias de
la Vision de la Universitat de Valéncia, poniendo el
foco en el andlisis de muestras de caracter
alimentario con casos de estudio particulares como
el presentado en este breve resumen, o en la lucha
del fraude alimentario (17), asi como en el estudio
de muestras patrimoniales y arqueoldgicas (18).
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1. Introduccion

Como resultado del envejecimiento demografico y la
globalizacién de estilos de vida poco saludables, la
incidencia del cancer a nivel mundial aumenta de forma
constante, y ni siquiera una pandemia ha conseguido
reducir su prevalencia [1]. La mayoria de los canceres se
detectan cuando los sintomas se hacen evidentes; sin
embargo, los beneficios de la terapia médica son mas
limitados en los cdnceres en estado avanzado. Por el
contrario, una detecciéon temprana del cancer suele
ofrecer una alta probabilidad de ser tratado y curado.

Para optimizar los programas de deteccion y desarrollar
enfoques novedosos para el diagnéstico temprano,
resulta necesario disponer de nuevos biomarcadores
parala deteccién fiable y eficiente de los primeros signos
del cancer, especialmente en los tipos de tumores que
suelen diagnosticarse en etapas tardias como el cancer
de pancreas o de pulmén, asi como en aquellos tumores
cuyos biomarcadores actuales se ven alterados no solo
cuando se produce una proliferacion maligna de células
sino también cuando se desarrollan lesiones benignas
como el cancer de prdstata y el colorrectal. Ademas,
debido a la diversidad molecular del cancer, un tnico
biomarcador suele mostrar un potencial diagndstico
limitado. Por ello, resulta mas efectivo el empleo de un
panel de biomarcadores circulantes, lo que exige el
desarrollo de ensayos multianalito.

En este contexto, el transcriptoma circulante ha
despertado  grandes  expectativas  entre los
investigadores. El desciframiento del genoma humano
trajo consigo importantes hitos, algunos de los cuales
fueron tan llamativos como que la mayor parte del ADN
gendémico se transcribe a ARN (al menos el 90%),
aunque los genes que codifican proteinas representan
menos del 2% del genoma humano completo. Estos
resultados chocan con la tendencia a considerar las
proteinas como los principales actores en las funciones
celulares y el ARN como un simple intermediario en la
magquinaria de sintesis proteica. La pregunta que surgi6
a partir de estos hallazgos fue la siguiente: ;tiene el
transcriptoma humano no codificante un significado
biolégico o, por el contrario, es un mero "turista” en el
camino evolutivo? Aunque inicialmente se descarté
como simple ruido transcripcional, considerando el
gasto energético que supone para las células, cabria
esperar que al menos parte de este ARN no codificante
desempanase alguna funcién en el organismo. La
exploracion profunda del transcriptoma humano ha
sefialado la necesidad de reconsiderar la idea inicial.

2. ARNs largos no codificantes: nuevos actores en la
investigacion del cancer

Recientemente, con los avances en la tecnologia de
secuenciacion de ARN, una nueva categoria de
transcritos no codificantes se ha convertido en el centro
de atencion, los llamados ARNs largos no codificantes,
abreviados como IncRNAs, por sus siglas en inglés. Los
IncRNAs constituyen un subconjunto extenso y
heterogéneo de transcritos celulares, incapaces de
codificar proteinas, con una longitud superior a 200
nucleétidos. Estan implicados en un amplio repertorio
de procesos biolégicos [2] y sus alteraciones se han
asociado a numerosas enfermedades humanas entre las
que se incluye el cancer. En el contexto del cancer, los
IncRNAs pueden funcionar como oncogenes o
supresores de tumores. En consecuencia, los IncRNAs
podrian utilizarse como herramientas de diagnoéstico e
incluso como dianas terapéuticas [3]. En el Grupo de
Electroanalisis de la Universidad de Oviedo estamos
interesados en aprovechar su potencial diagnostico.

Muchos estudios han demostrado la relevancia clinica
del perfil de expresion alterado de ciertos IncRNAs en el
cancer. En consecuencia, sus niveles de expresion
podrian emplearse para el diagnoéstico de esta
enfermedad, e incluso el prondstico y la recidiva [4].
Gran parte de estas investigaciones se ha llevado a cabo
con muestras de tejidos tumorales; pero también se ha
explorado la relacion entre los IncRNAs circulantes y el
cancer, encontrando cambios sustanciales en la
abundancia de ciertos IncRNAs entre pacientes con
cancer e individuos sanos.

La importancia de los IncRNAs en el cancer se ha
investigado fundamentalmente mediante la
secuenciacion del ARN [5]; sin embargo, este método es
muy laborioso y sigue siendo caro de implementar como
prueba molecular de rutina. Alternativamente, se han
descrito algunos métodos analiticos para la
determinaciéon de IncRNAs asociados al cancer [6] y
estos implican procedimientos de varias etapas que
requieren tiempos largos. Por lo tanto, existe una
necesidad urgente de disponer de dispositivos que sean
muy sensibles y selectivos, para minimizar falsos
negativos y falsos positivos, ademés de rapidos, con un
precio asequible, faciles de utilizar y con capacidad de
multiplexado para la deteccion de IncRNAs asociados a
cancer.

Los dispositivos de bioanalisis electroquimico, también
conocidos como genosensores y genoensayos
electroquimicos, tienen el potencial para abordar este
desafio y se han logrado grandes avances en este campo.
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Estos utilizan la reaccién de hibridacion, es decir, el
emparejamiento de hebras complementarias de acidos
nucleicos de acuerdo con las reglas de Watson-Crick,
como reaccion de reconocimiento biomolecular, la cual
exhibe una enorme selectividad. Ademads, la
transduccion electroquimica ha demostrado ser
particularmente adecuada para el desarrollo de
dispositivos analiticos portatiles de bajo coste y
consumo energético [7]. Las ventajas de la
miniaturizaciéon (volimenes de muestra reducidos,
tiempos de reacciéon mas rapidos y la posibilidad de
detecciéon multiplexada, es decir, la capacidad de
interrogar varias dianas a la vez) son de particular
interés en el diagnoéstico clinico y, especificamente, en el
manejo del cancer.

3. Deteccion de IncRNAs asociados a CCR

En nuestro grupo de investigacién nos hemos centrado
en el cancer colorrectal (CCR) que se origina en el
epitelio intestinal, representa la segunda causa de
mortalidad asociada a cancer en el mundo y ocupa el
tercer lugar en términos de incidencia [1]. Se han
descrito varios IncRNAs como potenciales marcadores
de este tipo de cancer entre los que destaca el transcrito
1 asociado a cancer de colon o CCAT1, cuya expresion se
encuentra alterada tanto en tejidos como en fluidos
biolégicos de pacientes con CCR [8]. Por ello, nos hemos
propuesto desarrollar genosensores electroquimicos
para el IncRNA CCAT1 como prueba de biopsia liquida
para la deteccién precoz de este tipo de cancer [9].

Los sensores de hibridacién tipo sandwich han
demostrado ser de gran utilidad para detectar
secuencias de ADN y ARN. Sin embargo, para aplicar esta
tecnologia al desarrollo de pruebas minimamente
invasivas basadas en la deteccion del IncRNA CCAT1, es
necesario tener en cuenta algunas consideraciones. En
primer lugar, el ensayo debe permitir la determinacion
precisa del IncRNA a niveles muy bajos en una muestra
compleja como suero o plasma. La longitud de la
secuencia diana y su fuerte estructura secundaria
interna son factores cruciales que deben considerarse
para minimizar la pérdida de sensibilidad. Ademas, el
ARN debe extraerse de la muestra, y se necesita una
cuantificacion relativa para reducir errores debidos a
variaciones en la calidad y cantidad del ARN extraido.
Esto implica determinar los cambios en la expresion del
IncRNA CCAT1 relativos a los niveles de un control
interno de ARN, que se expresa de manera estable en las
muestras evaluadas.

Para superar estos retos, hemos desarrollado dos
sensores para la deteccién de fragmentos especificos de
CCAT1, potencial biomarcador de CCR, y GAPDH, un gen
endégeno cominmente empleado como referencia. El
diseno se basa en una estrategia general para maximizar
la sensibilidad de los genosensores tipo sandwich [10].
Seleccionando wuna secuencia diana de longitud
suficiente, es posible disefiar varias sondas de deteccion
(DP), que se hibridan simultdaneamente con las regiones
complementarias de la diana. De esta forma, una vez
atrapado el duplex sobre la fase sensora, una tunica

molécula diana se unird a multiples enzimas rédox
utilizadas como moléculas indicadoras, con la
consiguiente amplificacion de la sefial.

3.1. Diserio de genosensores para CCAT1 y GAPDH

Una etapa critica en el disefio de un genosensor es la
seleccion in silico de la secuencia diana y de las
correspondientes sondas complementarias que
determinaran la sensibilidad y la selectividad de la
plataforma de deteccion. La longitud de la diana también
es clave. Habitualmente oscila entre 65 nt y 200 nt, lo
suficientemente larga como para permitir el disefio de
multiples DPs y lo suficientemente corta para hacer
posible la formacién de un ddplex ADN/ARN en
superficie tras la hibridacién con la sonda de captura y
las sondas de deteccion. A partir de la base de datos
GenBank se obtiene la secuencia de bases completa de
los transcritos CCAT1 y GAPDH. Empleando 1la
herramienta de alineamiento de secuencias BLAST se
identifican fragmentos especificos del tamafio deseado
para cada transcrito. Con la ayuda del programa Mfold
se analizan las distintas opciones y se escoge aquella con
menor estructura secundaria.
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Figura 1. Estructura secundaria mds estable para la
secuencia especifica del transcrito (A) CCAT1 (88
nucleétidos) y (B) GAPDH (75 nucleédtidos) a 25°Cy 0,3 M
de Na* obtenida con el programa Mfold. Las regiones
coloreadas son complementarias a la sonda de captura
(CP) o a las sondas de deteccion (DP) indicadas.

Cumpliendo con los criterios anteriores, se seleccion6
un fragmento de 88 nt como diana para detectar el
IncRNA CCAT1, y un fragmento de 75 nt para la
deteccion del transcrito GAPDH. La estructura
secundaria de ambos fragmentos se muestra en la Figura
1. A continuacion se disefi6 una sonda de captura
complementaria al extremo 3’ de la secuencia diana y
varias sondas de deteccién (3 para CCAT1 y 2 para
GAPDH) complementarias al resto de la secuencia para
romper el plegamiento interno del analito, asegurando
la formacién de un duplex perfecto tras la hibridacion
con la consiguiente mejora de la sensibilidad.

3.2. Desarrollo y optimizacion de los genosensores

La fase sensora selectiva al CCAT1 se construye sobre
electrodos serigrafiados de oro mediante quimisorcién
de la sonda de captura tiolada, y el oro que queda sin
recubrir se bloquea con p-aminotiofenol (Figura 2). Esta
fase sensora hibrida con el duplex generado en
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disolucion entre la secuencia diana y las 3 sondas de
deteccion modificadas con fluoresceina mediante
choque térmico. El complejo resultante se incuba con la
enzima peroxidasa conjugada al fragmento Fab del
anticuerpo antifluoresceina. Mediante la interaccion de
afinidad fluoresceina-antifluoresceina se fijan multiples
moléculas de enzima por cada hibrido formado sobre la
superficie sensora. Finalmente, se afiaden los sustratos
de la enzima (perdxido de hidrégeno y 3,3’,5,5-
tetrametilbencidina) para medir la actividad enzimatica
inmovilizada mediante  cronoamperometria. La
intensidad de corriente eléctrica registrada es
directamente proporcional a la concentracion de CCAT1
presente en la muestra.

Figura 2. Diserio de los genosensores electroquimicos: (a)
quimisorcion de la sonda de captura tiolada, (b) bloqueo
con p-aminotiofenol, (c) hibridacién homogénea entre la
secuencia diana y las sondas de deteccién funcionalizadas
con fluoresceina, (d) hibridacién heterogénea, (e)
marcaje enzimdtico, (f) reaccion enzimdtica y deteccién
cronoamperométrica.

Para evitar conclusiones equivocadas derivadas de la
inestabilidad del ARN, el desarrollo y optimizacién del
genosensor electroquimico se llevo a cabo empleando
un fragmento de ADN cuya secuencia de bases coincide
con la del ARN de interés. Este genosensor presenta un
intervalo de respuesta lineal comprendido entre 5y 500
pM de CCAT1 (Inet (pA) = (9,7 = 0,4) [CCAT1] (nM) +
(0,10 + 0,07); r = 0,996), con un limite de deteccién
estimado de 990 fM, y una reproducibilidad promedio
del 21%.

A continuacién, se construyé un genosensor para
detectar el fragmento de 75 nucledtidos especifico de
GAPDH, aplicando una estrategia equivalente a la
descrita para el CCAT1. De esta forma, se busca
normalizar la sefial registrada para el CCAT1 y lograr su
cuantificacion fiable, excluyendo cualquier variacién
inespecifica. Para el control endégeno se disefiaron 2
sondas de deteccién marcadas con fluoresceina, pues su
cantidad en la muestra se espera que sea superior a la
del IncRNA CCAT1. Este genosensor permite detectar
GAPDH sintético con un intervalo de respuesta lineal

comprendido entre 10 pM y 1 nM (Inet (LA) = (7,3 £ 0,1)
[GAPDH] (nM) + (0,04 = 0,05); r = 0,9995), una
reproducibilidad media del 18,5% y un limite de
deteccion de 1,83 pM.

Comparando las caracteristicas analiticas de ambos
genosensores, observamos que la sensibilidad para
detectar CCAT1 es 1,34 veces superior a la obtenida para
GAPDH, lo que concuerda con la diferencia en el nimero
de sondas de deteccibn empleadas en ambos
genosensores: 3 para CCAT1 y 2 para GAPDH. De esta
forma, tedricamente, se incorporan 1,5 veces mas
moléculas de enzima por evento de hibridacién en el
caso del CCAT1, con el consiguiente aumento de la sefial
analitica. Estos resultados respaldan la posibilidad de
regular la sensibilidad del ensayo ajustando el nimero
de sondas de deteccidn al nivel de expresion del acido
nucleico diana en la muestra.

3.3. Deteccion de CCAT1 en lineas celulares tumorales

Una vez evaluadas las caracteristicas analiticas de los
genosensores electroquimicos, el siguiente paso
consisti6 en detectar ambos transcritos (CCAT1 y
GAPDH) en lineas celulares tumorales. Para ello,
seleccionamos la linea celular HT29 derivada de
adenocarcinoma de colon humano. Tras extraer el ARN
total, comenzamos estimando la abundancia relativa de
CCAT1 conrespecto a GAPDH mediante PCR cuantitativa
con una etapa previa de transcripciéon inversa (RT-
gPCR). Para esta relacién se obtuvo un valor de 0,040 +
0,001 que evidencia la necesidad de disponer de un
método mas sensible para detectar CCAT1 que para
determinar GAPDH. En el presente trabajo, se trat6 de
satisfacer este requisito utilizando un niimero diferente
de sondas de deteccién y, en consecuencia, distinto
numero de marcadores enzimaticos por molécula diana.

Figura 3. Respuesta de los sensores de CCAT1 (azul) y
GAPDH (verde) a los productos de amplificacién obtenidos
mediante RT-PCR, a partir de diferentes cantidades de
ARN total extraido de células HT29.

A continuacidn, enfrentamos el genosensor desarrollado
para CCAT1 con ARN total extraido de la linea celular
HT29, obteniendo sefiales que son significativamente
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distintas de la registrada para el blanco del calibrado;
mientras que para la linea celular LNCaP, que no expresa
CCAT1, registramos sefiales similares a la del blanco,
concluyendo que los genosensores son selectivos a la
diana para la que fueron disefiados. Sin embargo,
encontramos limitaciones de sensibilidad pues el
genosensor de CCAT1 permite detectar el IncRNA CCAT1
presente en varios millones de células HT29; pero cabria
esperar que los niveles de este IncRNA circulante en
plasma humano sean menores que en la linea celular
tumoral. Por este motivo, se decidi6 acoplar los
genosensores desarrollados con una etapa previa de
transcripcion inversa seguida de una PCR de punto final.

Para garantizar la cuantificacion fiable de las copias de
CCAT1y GAPDH y, a su vez, la relacién entre la cantidad
inicial de transcrito y la sefial electroquimica obtenida
para los productos de PCR, se llevo a cabo la reaccién de
amplificacién en su fase de crecimiento exponencial,
evitando que la PCR alcance su fase de saturacion.
Basandonos en los resultados de RT-qPCR y tratando de
detectar la cantidad de IncRNA mas baja posible,
seleccionamos 30 y 27 ciclos de amplificacién para
CCAT1 y GAPDH, respectivamente. De esta forma fue
posible la cuantificacién individual de CCAT1 y GAPDH
en un nimero de células mucho menor (Figura 3).

3.4. Deteccion de CCAT1 en muestras de plasma

Tras demostrar la capacidad para detectar el IncRNA
CCAT1 en las células tumorales HT29 y teniendo en
cuenta la falta de patrones para este transcrito,
analizamos muestras de plasma de individuos sanos
suplementadas con 10 ng de ARN total extraido de las
células tumorales.

Para evitar la necesidad de realizar dos amplificaciones
independientes, una para cada transcrito, realizamos 28
ciclos de RT-PCR de punto final después de la extraccién
de ARN de muestras de plasma enriquecidas con
diluciones seriadas de 10 ng a 0,01 ng del ARN celular
tumoral. Posteriormente, los genosensores para CCAT1
y GAPDH se incubaron con los correspondientes
amplicones tras una diluciéon 1:100 (Figura 4A). La sefial
neta, restando la obtenida para el plasma, aumenta con
la cantidad inicial de ARN total afiadida hasta alcanzar la
saturacién (Figura 4B). Las curvas de respuesta
resultantes se ajustan al modelo de Langmuir,
(I — Imax Mtotal RNA(MMG)
K+ Meotal RNA(MY)
ecuaciones:
-para CCAT1:
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Figura 4. (A) Representacion esquemdtica de la
metodologia empleada para cuantificar CCAT1 en
muestras de plasma. (B) Sefiales registradas con los
genosensores de CCAT1 (azul) y GAPDH (verde) tras una
etapa de amplificacion mediante RT-PCR (28 ciclos) de
muestras de plasma suplementadas con diferentes
cantidades de ARN.

La sefial de saturaciéon es 1,2 veces mayor para el
transcrito de referencia, lo que puede atribuirse a una
menor longitud del duplex anclado en superficie. En
cambio, en la region lineal de la curva de respuesta, la
pendiente (Imax/K) es 25 veces mayor para GAPDH, de
acuerdo con un mayor nivel de expresién del transcrito
de referencia que de CCAT1 en las células. Esto conduce
a una cantidad relativa de CCAT1 respecto a GAPDH en
las células HT29 de 0,04, similar al valor obtenido
mediante RT-qPCR. Por lo tanto, empleando la relacion
de sefiales de ambos sensores, y siempre que las
medidas se realicen en la zona de respuesta lineal, es
posible estimar la expresion relativa del transcrito diana
en relacién con el de referencia.
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Finalmente, para ilustrar la utilidad de una plataforma
electroquimica dual que integra ambos sensores,
realizamos la amplificacién por RT-PCR (28 ciclos) de las
dos dianas simultdneamente en una misma reaccion. La
respuesta de los genosensores ala mezcla de amplicones
no difiere significativamente de la observada para los
productos de amplificacion obtenidos de forma
individual. Estos datos ponen de manifiesto el potencial
de los sensores electroquimicos desarrollados para la
cuantificacion relativa de los niveles de expresién de
CCAT1 en muestras de plasma.

Conclusiones

En este estudio presentamos una plataforma
electroquimica para la cuantificaciéon relativa de
IncRNAs integrada por dos genosensores para detectar
un transcrito especifico y una secuencia de referencia.
Esta plataforma se ha aplicado al anélisis del IncRNA
CCAT1, un biomarcador especifico de cancer colorrectal,
y el ARN mensajero GAPDH que actia como control
interno, en muestras de plasma enriquecidas con ARN
extraido de una linea celular tumoral de cancer
colorrectal. Su acoplamiento con RT-PCR de punto final
permiti6 calcular el nivel de expresiéon de CCAT1
mediante la relacion de sefiales electroquimicas de los
transcritos diana (CCAT1) y referencia (GAPDH).
Aunque nos centramos en el CCAT1, nuestro método
podria aplicarse a otros IncRNAs asociados a diferentes
tumores malignos para los que se ha descrito un nivel de
expresion alterado.
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El objetivo de esta contribucién es presentar la
evolucion y prospeccién de lalinea de investigacion
compartida entre la Universidad de las Islas
Baleares (UIB) y la Universidad de Ciencias de la
Vida y Recursos Naturales de Viena (BOKU). La UIB
tiene una larga historia en el desarrollo de técnicas
de flujo, origindndose en el grupo de Quimica
Analitica, Automatizacién y Medio Ambiente, y
posteriormente en el grupo de Analisis por
Inyeccidn en Flujo y Analisis de Trazas (FI-TRACE),
creado en 2012. Una de las técnicas de flujo mas
populares es el Andlisis por Inyecciéon Secuencial
(SIA), desarrollado en 1990 por Rizicka y
Marshall!, que consigue automatizar de manera
flexible la mayor parte de las operaciones llevadas
a cabo por el analista. Como muchos de los lectores
de Actualidad Analitica saben, este método se basa
en el uso de una bomba bidireccional y un selector,
conectados por una determinada longitud de tubo
(holding coil, HC) cuya funcidn es la de impedir que
los liquidos manipulados en el selector se
introduzcan en la bomba y subsecuentemente la
contaminacién cruzada. Las muestras y reactivos
se aspiran secuencialmente y reaccionan por
contacto directo en el interior del HC. La
difusividad de muestras y reactivos a través de la
interfaz de area igual a la seccién del tubo es el
motivo por el cual la cinética de las reacciones es
mas lenta que en el Analisis por Inyeccion en Flujo,
y el inconveniente mas importante del SIA, para el
que se han propuesto muchas soluciones. Una de
las técnicas con mayor potencial que permite el SIA
es el Bead Injection (BI), que consiste en la
manipulacion de sorbentes de fase solida en el
interior del circuito fluidico tras suspenderlos en
un disolvente apropiado. La suspensiéon se
manipula como si fuera cualquier otro liquido;
incluimos fritas en linea que permiten a los liquidos
pasar a través, pero que impiden el movimiento del
sorbente, por lo que este se compacta formando
pequefias columnas de extraccién en fase so6lida en
linea. A continuacidn, la muestra se carga en la
columna, esta se lava, y los analitos se miden
directamente sobre el sorbente mediante técnicas
opticas, se eluyen offline y reservan para analisis
mediante otra técnica, o se eluyen en linea a HPLC.

Métodos inteligentes

Uno de los recientes desarrollos entre las
universidades de BOKU y UIB es el uso de métodos
inteligentes para control de BIl. La descarga del
sorbente en el método de BI es el paso mas
complicado, puesto que este puede quedarse
atascado tras ser compactado a elevadas presiones
o ser perfundido por una muestra con materia
particulada, sustancias de elevado peso molecular,
0 que se retienen irreversiblemente sobre él.
Ademas, mientras que la carga se puede llevar a
cabo a cualquier caudal, el caudal de descarga esta
limitado por la cavitacién del disolvente, esto es,
aspirar a caudales mas elevados originara
cavitacion en vez de descarga. En una publicacion
reciente hemos utilizado las medidas de presi6n
como indicador del estado de la microcolumna
SPE2 y un método inteligente para toma de
decisiones a tiempo real. En primera instancia se
calibra la presion del sorbente en el tubo frente a la
masa de este que se recupera y la pendiente se
introduce en el software. Para la aplicacion, el
usuario selecciona que masa de sorbente se
requiere. El programa calcula automaticamente el
volumen de suspension que debe ser aspirada y
empaqueta la columna SPE. En caso de que la
presion sea inferior a la que corresponde a la masa
deseada, el paso de carga se repite para la
diferencia de masa, es decir, es un método de
control proporcional. De igual manera para la
descarga: si al final del paso de descarga la presion
no corresponde a la del tubo vacio, el paso de
descarga se repetird hasta que el criterio de presion
se cumpla dentro de una tolerancia especificada
por el usuario.

Cromatografia de flujo turbulento

La cromatografia de flujo turbulento (TFC) es un
modo de SPE patentado por Thermo como un
método universal de preparacién de muestra para
muestras clinicas. Se basa en la diferente
transferencia de masa entre compuestos de
diferente peso molecular al ser cargados en la SPE
a elevadas velocidades lineales: Los compuestos de
bajo peso molecular entran en los poros del
sorbente porque su transporte estd dominado por
difusién, mientras que los compuestos de elevado
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peso molecular atraviesan la columna sin ser
retenidos, independientemente de la quimica del
sorbente porque su transporte esta dominado por
adveccion: debido a difusividades mas pequeiias,
no tienen tiempo de difundir hasta el sorbente y
atraviesan la columna atrapadas en el flujo
turbulento. Desde el punto de vista fluidico, este
principio es muy conveniente puesto que usa las
mismas fases y tamanos de particula (hasta 60 um)
que el BIL.

Hemos aplicado el principio de TFC en BI y
caracterizado la retencion de componentes en
funcién del peso molecular utilizando globulinas
como modelos (figura 1).

Cromatografia de flujo turbulento
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Figura 1. Recuperacion de analitos de diferente peso
molecular en funcion del caudal de carga.

El limite entre el transporte dominado por difusiéon
y adveccion depende del peso molecular del
analito, pero tomado como referencia que un
compuesto se retiene cuando su recuperaciéon es
mayor que 80% y que se excluye cuando esta es
menor de 20%, se pueden tomar como caudales
representativos 100 pL/min para el 'modo SPE', y
1 mL/min para el 'modo TFC', en el que las
sustancias de elevado peso molecular se excluiran
de la columna. Este modo tiene un elevado
potencial de aplicacién en muestras ambientales y
clinicas, donde p. ej. los acidos himicos o proteinas,
respectivamente, son interferentes potenciales.

Convolucion de valvulas
Una mejora respecto a las autoburetas utilizadas
inicialmente es la inclusion de una valvula en la

cabeza de la jeringa, que permite rellenar la misma
directamente desde un reservorio de portador, lo
que acorta los tiempos de limpieza y mejora su
eficiencia. Durante el desarrollo de software para
control de equipos SIA3 y en un intento de hacer los
métodos mas faciles de programar y usar, nos
dimos cuenta de la convolucion de las posiciones de
ambas véalvulas. Para rellenar la jeringa la valvula
cabezal debe conectar con el portador, mientras
que la posicion del selector no es importante,
mientras que para seleccionar cualquiera de los
liquidos, el cabezal debe conectar con el HC.

Esta convolucién de las posiciones de las valvulas
permite que ambas valvulas sean actuadas con un
solo motor, y por extensién, permite que una sola
valvula con un rotor y estator suficientemente
complejos mimetice la funcién de ambas valvulas.
Gracias a las posibilidades que la impresién 3D
brinda, en 2017 disefiamos y fabricamos un
prototipo de valvula con el que sustituimos la
valvula cabezal incorporada en la bomba de jeringa
Cavro XP3000# (figura 2).

Figura 2. Fotografia del prototipo de valvula montado

sobre la bureta automatica Cavro XP3000 y que integra

la funcionalidad completa del SIA (El HC puede verse en
la parte superior derecha de la foto).

A pesar del éxito fluidico de la valvula, la resina en
la que estaba impresa tenia una compatibilidad
quimica limitada, y el contacto constante con
acetonitrilo prevenia su uso durante mas de dos
semanas. A un precio de 2.24 € por valvula, el
estator podria haberse considerado un
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consumible y ser reemplazado regularmente, pero
preferimos fabricar un modelo permanente en un
plastico como ULTEM o PEEK con mayor tolerancia
a la presion y a disolventes. Notese que un sistema
SIA comercial cuesta cerca de 15000 €; los
componentes individuales aprox. 1000 € por una
bureta automatica y 2500 € por un selector. El uso
del prototipo presentado abarata el hardware de la
técnica significativamente.

Columna - detector

: Bomba HPLC
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sorbente SPE es significativamente mas grande, la
transferencia de masa en el sorbente dominara el
minimo de Van Deemter y la banda de analitos
entrard ensanchada en la columna cromatografica,
llevando a una disminuci6n de la resolucién.

Muchos hemos intentado hacer lo que los iniciados
en el arte conoceran como 'bead injection con los
beads en el bucle de inyeccién'. El primer
inconveniente es que el sorbente no fluye

Figura 3. Esquema de una autobureta y 3 vdlvulas para Bl con eliminacién del sorbente por presién positiva.

En el grupo FITRACE hemos desarrollado varios
métodos de bead injection utilizando diferentes
plataformas fluidicas, tanto comerciales como
fabricadas mediante impresién 3D. Aunque BI es
una pareja perfecta para la cromatografia liquida,
tanto por la versatilidad en la preparacion de
muestra como por la naturaleza de la interfaz
fluidica, la elucidn convencional mediante heartcut
presenta las desventajas de que (i) el eluato de alto
poder eluotrépico originara ensanchamiento de
bandas en LC a menos que la quimica de las
columnas SPE y cromatografica sean ortogonales,
(ii) diferentes analitos presentan diferente
enriquecimiento en diferentes fracciones del corte,
y por lo tanto se requiere una exactitud exquisita
en el corte para estudios cuantitativos y (iii) debido
al corte, la transferencia del analito a la columna
cromatografica no es cuantitativa, por lo que la
sensibilidad del método se ve mermada.

El uso del sorbente en el interior del bucle de
inyeccion del HPLC soluciona los tres problemas
anteriores, puesto que la elucién del sorbente SPE
se llevard a cabo mediante la misma fase movil
cromatografica: las dos quimicas no tienen que ser
ortogonales, no se necesita calcular ningtn corte y
la transferencia de analito es cuantitativa por lo
que la sensibilidad es 6ptima. Mas aun, si el tamafio
de particula no es significativamente mayor en el
sorbente SPE que en la columna LC, la resolucién
cromatografica aumentara debido al volumen de
fase estacionaria adicional (al igual que lo hara la
presion de separaciéon). Si por el contrario el

apropiadamente a través del inyector de HPLC. Los
osados que han ensanchado el puerto del estator y
el surco del rotor han descubierto el segundo
problema: la reaspiracién del sorbente es muy
complicada debido a compactacion tras someterlo
a la alta presion del HPLC, incluso aunque
dispongamos de control inteligente descrito en la
seccion anterior. La solucidn pasa por anadir una
tercera valvula que invierte el flujo en el inyector
del HPLC, para que tanto la carga y descarga del
sorbente se lleven a cabo mediante presién
positiva, como puede verse en la figura 3.
Contactamos a diferentes fabricantes de
componentes fluidicos para explorar la fabricacién
de nuestro prototipo. VICI AG internacional se
intereso6 por las posibilidades de disenar valvulas
dedicadas, lo que desemboco en una colaboracién
que dura hasta hoy en dia. En principio el objetivo
era disefiar una valvula capaz de realizar BI, con
elucion sin heartcut, 'heartcutless’, es decir, con el
sorbente en el bucle de inyeccién, y que fuera capaz
de eliminar el sorbente mediante presion positiva.
En 2021 obtuvimos un prototipo funcional que
tolera hasta 120 bares y que es comercializado por
VICI con numero de modelo C5-2359D-CU. La
figura 4 muestra su estator asimétrico.

Esta valvula permite preparar la muestra mediante
SPE (preconcentracion, limpieza, cambio de matriz
y cromatografia de flujo turbulento) a tiempo real,
asi como técnicas derivas (p. ej. derivatizacion
sobre soporte solido) sin fases separadas de
tratamiento de muestra e inyecciéon online. La
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cantidad de puertos accesorios mantiene la
flexibilidad del SIA, tal como demostramos en una
publicacién que se encuentra en preparacions en la
que muestras de suelo son extraidas en la propia
valvula a tiempo real utilizando hidroxipropil-f-
ciclodextrina en un test de bioaccesibilidad para
determinar la fraccion biodegradable de
hidrocarburos aromaticos policiclicos asi como su
distribucién entre diversas fases mineralédgicas y
las constantes cinéticas para su extraccion de cada
una de ellas.

Figura 4. Estator de la vdlvula C5-2359D-CU. Nétese el

diserio no convencional altamente asimétrico, asi como

los puertos dedicados para la bomba (P), detector (D),
bucle de inyeccion (L1, L2) y Waste (W).

Portabilidad, electrénica y software

La adicién de una derivacion entre el puerto
dedicado a la bomba HPLC y uno de los puertos del
selector, permite que la propia autobureta
dispense la fase mévil. Se us6 una bomba M6HP de
VICI, que es capaz de ejercer hasta 100 bares de
presion. Junto con la tolerancia del prototipo C5-
2359D-CU permite la cromatografia con columnas
monoliticas o columnas cortas core-shell, borrando
las fronteras entre el SIA para la preparacién de
muestra y un cromatografo isocratico.

Para aumentar la portabilidad del SIA formado por
la bomba M6HP y la valvula C5-2359D-CU, se
eliminaron las carcasas y los controladores de los
motores, consiguiendo un peso total por debajo de
dos kilos. Una sola fuente de alimentacién es
suficiente para los dos motores puesto que en
ningin caso se mueven simultidneamente: la
valvula no se mueve mientras la bomba estd en
funcionamiento. Esta fuente original de 24 Vy 2.4
A, se sustituyd por un microcontrolador
STUSB4500 capaz de negociar la demanda de
energia desde una interfaz USB-C, que se configuré
a 20 Vy 3 A El efecto de la diferencia de 24 a 20 V
es despreciable puesto que el sobrevoltaje desde el

valor de alimentacién continua (3 V) solo se utiliza
para alcanzar la saturacién magnética de las
bobinas en un tiempo inferior a la diferencia entre
dos micropasos consecutivos. No se observd
ninguin efecto adverso por debajo de 2 mL/min. Es
decir, el cromatografo isocratico con preparaciéon
de muestra integrada se alimenta por USB-C. Todos
los experimentos ulteriores se llevaron a cabo con
una fuente de alimentacion por baterias USB-C de
60 W, que aumenta el peso del prototipo hasta 2.5
kg, como se muestra en la figura 5.

Los controladores de los motores de pasos se
sustituyeron por un microcontrolador Adafruit
STM32F405 y dos drivers TMC2209 controlados
por codigo abierto en CircuitPython. Estos drivers
se encargan de controlar la velocidad, aceleraciéon y
posicion de los motores. En cuanto a la ejecucién
del método SIA o cromatografico, a los chips
anteriores se afadié una pantalla tactil y un
sistema operativo dedicado almacenado en la
memoria flash. Este sistema permite guardar los
métodos, asi como los datos adquiridos en una
tarjeta SD. La ejecucion del método se basa al igual
que en el SIA convencional en seleccionar una
posiciéon de la valvula y aspirar o dispensar un
determinado volumen a un determinado caudal. La
adicién de tiempos muertos, bucles y condicionales
permite la ejecucién de métodos inteligentes.

Figura 5. Fotografia del prototipo de HPLC portatil
formado por la bomba de pistones axiales M6HP y la
valvula C5-2359D-CU; controlador con pantalla tactil y
power bank. El peso total esta por debajo de 2.5 kg.

Generacion de gradiente

La investigaciéon actual se centra en la generacidn
de gradiente en el sistema anterior que utiliza una
sola bomba de 100 bares. La bomba de pistones
axiales M6HP rellena los pistones sincronamente
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con su descarga, es decir, dispensa el volumen de
liquido que contiene en sus 100 pL de volumen
interno, al mismo tiempo que rellena este volumen
desde el puerto de aspiraciéon. Los resultados de
generaciéon de un gradiente mediante valvula
solenoide pre-M6HP, es decir, el mismo sistema
que en una bomba de HPLC con gradiente de baja
presion puede verse en la figura 6.

30

0 10 20
t (min)

Figura 6. Gradiente generado mediante mezcla a baja
presion y compresion con la bomba M6HP.

El consumo energético de la valvula solenoide y las
perdidas 6hmicas asociadas hace esta solucién
poco atractiva cuando no se dispone de circuitos
para reducir el voltaje cuando la valvula ha sido
activada. Por otro lado, el uso de esos circuitos hace
imposible tiempos de conmutacién rapidos, como
los que se necesitan cuando se requieren
gradientes con composicién muy baja de uno de los
componentes. El impase puede solucionarse
recurriendo a bombas piezoeléctricas. Estas
operan bajo el mismo principio que las valvulas
solenoides, con la salvedad de que el diafragma no
se deforma por el desplazamiento de un nucleo
magnético, sino por sus  propiedades
piezoeléctricas: el trabajo eléctrico es despreciable
y gradientes entre 5y 95 % pueden desarrollarse
con ciclos de conmutacion de la bomba
piezoeléctrica de 0.5 s. Esta aproximacion es
adecuada para columnas cromatogréaficas de entre
4.6 y 1 mm de didmetro interno, es decir, a caudales
de entre 1 mL/min y 50 pL/min.

Conclusion

Hasta aqui se han presentado los desarrollos
llevados a cabo entre las universidades de BOKU y
UIB referentes a cromatografia liquida portatil.
Como trabajo futuro estd la seleccion de un
detector adecuado para uso en el campo. Los
primeros datos se han obtenido mediante
fotometria, pero las lamparas de deuterio tienen un

elevado gasto energético. Los detectores
amperométricos se estan considerando a medio
plazo debido a su sensibilidad y facilidad de
fabricaciéon e integracidn, pero su selectividad
puede resultar insuficiente para teniendo en
cuenta la flexibilidad esperada de esta plataforma.
Estamos preparando un proyecto en colaboraciéon
con el instituto ISAS de Dortmund (Alemania) para
caracterizar un detector de movilidad iénica como
candidato a detector de campo. Entre las ventajas
estan el bajo consumo energético, la sensibilidad en
el rango de pg/L, la portabilidad, que reporta
identificadores moleculares de los analitos
(movilidad reducida), que afade una dimension de
separacion adicional a la cromatografia y que la
retencidon en fase reversa es mas ortogonal a la
movilidad reducida que a la espectrometria de
masas®.
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IN MEMORIAM

Profesora MARIA CRUZ MORENO BONDI

Conoci a M2 Cruz alla por el afio 1999. Yo acababa
de terminar la carrera y ella era una joven
Profesora Titular de Universidad de 38 afios en el
Dpto. de Quimica Analitica de la Universidad
Complutense de Madrid (UCM). Me recibi6 en su
despacho vy, tras decirle quién era, pues no nos
conociamos, se apresurd hacia el laboratorio para
presentarme a su grupo de investigacion. Mientras,
yo procuraba no perderla de vista e intentaba
comprender algo de lo que me iba explicando:
fibras Opticas, inmunosensores, tiempos de vida,
medidas en fase... jno entendia nada! Pero me
cautivo el entusiasmo y pasion con las que me lo
contaba. Y después de este inolvidable dia, vinieron
23 afios mas: M2 Cruz fue mi directora de tesis y la
maestra que me ensefid a subir y observar sobre
hombros de gigantes.

Como dice Sonia Herranz, antigua doctoranda suya,
la “jefa” era muy intensa. Cualidad que le facilitaba
asumir los numerosos retos profesionales y
personales que le ofrecia la vida. Ejemplo de ello es
su trayectoria docente. Recién licenciada en
Ciencias Quimicas en el afio 1985, en Ila
especialidad de Bioquimica, fue Profesora
encargada de curso en la Escuela Universitaria de
Optica de la UCM durante dos afios. En 1987 obtuvo
una plaza de Ayudante LRU en el mismo centro y,
un afio después, empezd a desempeifiar dicho
puesto en la Facultad de Ciencias Quimicas en la
misma Universidad, donde realizaba su tesis
doctoral bajo la direccion de la Prof. Carmen
Camara.

En 1990 obtuvo el Titulo de doctora y, poco
después, una plaza de Prof. Titular Interina en
dicha Facultad. Personalmente, destacaria dos
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cualidades de la Profesora Moreno-Bondi. La
primera, su interés por el emprendimiento a nivel
educativo. Como ejemplos relevantes, M2 Cruz
participé y coordind mas de doce proyectos de
innovacién docente, organizo cursos de prestigio
internacional como el “Advanced Study Course on
Optical Chemical Sensors (ASCOS)“y consiguié que
el Dpto. de Quimica Analitica de la UCM participara
en el prestigioso Master Erasmus-Mundus
“Monabiphot”. La segunda, y quizas la mas
importante, su respeto hacia la labor docente y
hacia los estudiantes, motivo por el que cada una de
sus clases se las preparaba con tremenda
minuciosidad.

No me quiero olvidar de sus numerosos cargos de
gestion académica en la Facultad de Quimica,
donde fue durante los tltimos 8 afios directora del
Dpto. de Quimica Analitica. Verla trabajar como
directora ha sido una experiencia de aprendizaje
enorme, y el mejor ejemplo de como el poder que
te ofrece un cargo nunca se utiliza en tu propio
beneficio sino en el de aquellos que uno representa.
M2 Cruz, junto a la subdirectora de Dpto. y amiga, la
Prof. Maria Pedrero, consiguieron logros para el
departamento que, a priori, se antojaban
imposibles. Otro hito admirable de M2 Cruz fue su
habilitacion a catedratica en el afio 2007. La
prepard en los ultimos coletazos de su primera —y
muy dura— batalla contra el cancer y lo consiguié
quedando ademas en primera posicion.

Por otro lado, M2 Cruz fue una cientifica
sobresaliente, extraordinaria dirfa yo, destacando
por la calidad e innovacidén de su trabajo, asi como
por otras facetas que brotaban de su fuerza,
determinacién y principios éticos. M2 Cruz siempre
decia que el camino en ciencia nunca se hace solo.
Para ella hubo dos personas que marcaron su vida
investigadora: por un lado, la Prof. Carmen Camara,
su directora de tesis, que cuando regreso de su
estancia postdoctoral en Londres con fibras épticas
literalmente “debajo del brazo” le ofrecié investigar
en ese campo pionero en Espaiia. Para ella, Carmen
ha sido un referente en su vida, su “madre
cientifica”, como ella carifiosamente le llamaba; por
otro lado, el Prof. Guillermo Orellana, del Dpto. de
Quimica Organica de la UCM. Trabajaron toda la
vida juntos y crearon el Grupo Interdepartamental
UCM de Sensores Quimicos Opticos y Fotoquimica
Aplicada  (GSOLFA, https://www.gsolfa.info/)
calificado como Grupo de Excelencia por la ANECA
(2018 y 2023).

A M2 Cruz le apasionaban los retos cientificos. De
hecho, la busqueda de lineas de investigacion
rompedoras que pudieran aplicarse al desarrollo

de nuevas metodologias analiticas era algo que
consideraba fundamental y muy motivador. Para
ello, contaba con dos cartas ganadoras: la primera,
sus incansables ansias de conocimiento y su
curiosidad cientifica; la segunda, su asombrosa
facilidad para establecer nuevas colaboraciones,
algo natural en una persona que habia realizado
multiples estancias de investigacion en el
extranjero y habia sido investigadora principal de
ocho proyectos nacionales (el ultimo concedido el
mismo dia de su fallecimiento), siete proyectos
europeos, tres de cooperacién internacional y
varios contratos con empresas. De sus estancias
destacaria las predoctorales con el Prof. Turro (U.
Columbia, Nueva York) con el que trabajé en la
caracterizacion y aplicaciones de polimeros
dendrimeros y con el Prof. O. Wolfbeis (U. Karl-
Franzens, Graz, Austria), desarrollando sensores
opticos y biosensores. También realizd estancias
siendo ya profesora, por ejemplo, en el Oak Ridge
National Laboratory, con el Prof. Vo Dihn, en el
Naval Research Laboratory, con la Prof. Ligler y la
ultima en el 2013, nuevamente en la Universidad de
Columbia.

Personalmente afiadirfa wuna tercera carta
ganadora que, en los ultimos afos, fue fundamental
para los que trabajabamos con ella. Apostd
firmemente por nuestras propuestas (y no valia
cualquiera, era una evaluadora muy exigente y
critica). Era muy motivador por el respeto e interés
que mostraba. Sinceramente, discutir Ciencia con
M2 Cruz era mas que gratificante, sin importar el
cOémo, el cuando o el dénde.

Su fructifera carrera le permitié publicar mas de
200 articulos en revistas de reconocido prestigio
internacional, 11 patentes con su coautoria (tres de
ellas copropiedad de empresas) asi como
numerosos libros y capitulos, tanto de autora como
editora. Sus intereses de investigacidn se centraron
en el desarrollo de (bio)sensores quimico-dpticos y
sensores bio(miméticos) basados en
(nano)materiales, polimeros de impronta
molecular (MIPs), Phage Display (despliegue en
fagos), péptidos miméticos de epitopos,
produccién de anticuerpos recombinantes y sus
aplicaciones a los analisis de alimentos, clinicos y
medioambientales. De estas investigaciones,
destacaria su reputada y muy valorada experiencia
en MIPs. Una de sus ultimas alegrias fue descubrir
que figuraba en el “top 5" de expertos
internacionales en este campo.

Su labor cientifica tuvo un merecido
reconocimiento. Fue galardonada con el Premio
Joven Investigador de la Sociedad Espafiola de
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Quimica Analitica en 1993 y con el Premio al
Investigador en Quimica Analitica de la Real
Sociedad Espafiola de Quimica en 2010.

La gestion en el ambito cientifico desarrollada por
M2 Cruz no fue menos importante y extensa. En su
aceptacion de los diferentes cargos siempre
sopesaba que éste fuese compatible con el
desarrollo de su actividad docente e investigadora.
Fue nombrada editora de la revista Analytical and
Bioanalytical Chemistry (ABC) en 2018, fue
miembro del Consejo Asesor Internacional de ABC
(2008-2018) y de ACS Omega (2018-2022). Fue
presidenta de la Sociedad de Espectroscopia
Aplicada (SEA, 2012-2021), miembro de la Junta
Directiva de la RSEQ (2018-2021) y secretaria de la
Seccién Territorial de Madrid de la RSEQ (2010-
2016). Fue miembro del Comité Directivo
Permanente de ASCOS (Cursos de Estudios
Avanzados sobre Sensores Opticos) y del Comité
Asesor de la Serie Internacional de Conferencias
sobre Impronta Molecular (2007-2022).

En fin, podria estar horas, dias;,-hablando de M2
Cruz pero me es dificil separar las experiencias
profesionales de las personales que he vivido con
ella. Para M2 Cruz, convivir con alguien cada dia y
no poder compartir nada mas que el trabajo se le
hacia muy duro. En el trato mas cercano, M2 Cruz
era una persona culta, calida, dedicada, amiga y
colega maravillosa, incansable, pero, ante todo, era
una buena persona.

Los ultimos ainos, ya en pandemia, fueron bastante
duros, pero nunca, nunca, tir6 la toalla. Casi
siempre era ella la que daba 4nimos al resto y era
capaz de hacerte reir a costa de sus achaques.

Para finalizar, como ya he hecho en otras ocasiones,
voy a compartir con vosotros un fragmento del

discurso de agradecimiento de M2 Cruz cuando la
Real Sociedad Espafiola de Quimica le otorgd el
premio de investigacién en Quimica Analitica en el
afio 2010. Creo que refleja inequivocamente como
fue y serd para siempre mi querida amiga, mi
“segunda madre”:

“En los ultimos afos la vida me ha ensefiado que hay
que vivir cada momento intensamente y doy gracias
porque he tenido la suerte de trabajar en algo que
me apasionay que me motiva a sequir adelante cada
manana. Nada se consigue en la vida sin esfuerzo y
profesionalidad. Asi es como se lo transmito a mis
estudiantes y, sin duda, una de mis mayores
satisfacciones es verles crecer cientifica y
profesionalmente y comprobar que nuestra pasion,
esfuerzo y trabajo sirve para mejorar la vida de
todos”.

Prof. Elena Benito Pefia

Profesora Titular del Departamento de Quimica
Analitica de la Facultad de Quimicas
Universidad Complutense de Madrid
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&: EuChemS

European Chemical Society

A 5l0 N Desde SEQA fomentamos la relacion vy
- @ cooperacion entre nuestros miembros y

. coordinamos sus esfuerzos en los campos de la
-~ ensefianza, de la investigacion y de las
= aplicaciones de la Quimica Analitica.

AT

La SEQA es miembro de la Division of Analytical
Chemistry of the European Association for
Chemical and Molecular Sciences EuCheMS .

CONGRESOS

EurOAnalysis

Mas informacion:

https://conferenceindex.org/conferences/analytical-
chemistry
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