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RESUMEN 

El cáncer es una de las enfermedades más importantes del siglo XXI. Se 

trata de una enfermedad que produce un crecimiento descontrolado de 

células en una parte determinada del cuerpo. Una de las formas de 

combatir esta enfermedad consiste en la administración de ciertos 

medicamentos, conocidos como compuestos antineoplásicos o agentes 

citostáticos. El problema es que dichos medicamentos no son selectivos y 

dañan tanto a células sanas como tumorales. Estos compuestos, una vez 

administrados, son excretados por el paciente y pueden llegar al 

medioambiente a través de las plantas de tratamiento de aguas residuales 

(EDARs), donde pueden causar efectos adversos. Además, debido a sus 

características físico-químicas, pueden quedar adsorbidos en los lodos de 

las EDARs. 

Por ello, existe una gran preocupación sobre la presencia de estos 

compuestos en muestras medioambientales, por lo que se han 

desarrollado e implementado metodologías técnicas analíticas para su 

determinación. Sin embargo, la optimización de procedimientos sensibles 

y selectivos capaces de extraer y determinar compuestos citostáticos en 

matrices complejas, como son las muestras ambientales, a bajas 

concentraciones, es difícil y constituye uno de los objetivos actuales de la 

química ambiental.  

La presente Tesis Doctoral presenta los resultados de la optimización 

de metodologías de extracción y preconcentración para la determinación 

de compuestos citostáticos en muestras ambientales, usando tanto 

técnicas tradicionales como la extracción en fase sólida (SPE), como 
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nuevas técnicas miniaturizadas como la extracción por adsorción sobre 

tejidos químicamente modificados (FPSE) para la extracción en muestras 

líquidas y la extracción asistida por microondas (MAE) en muestras sólidas 

y biológicas. Todas ellas se han acoplado a cromatografía líquida de ultra 

resolución (UHPLC) con detección de espectrometría de masas en tándem 

(MS/MS) así como a la espectrometría de emisión atómica con plasma de 

acoplamiento inductivo y espectrometría de masas (ICP-MS).  

A lo largo de esta Memoria se presentan los resultados y conclusiones 

obtenidos de la aplicación de los procedimientos optimizados en muestras 

de aguas residuales procedentes de estaciones depuradoras de aguas 

residuales (EDARs) de Gran Canaria, así como en muestras de aguas 

residuales tomadas en uno de los principales hospitales de la isla y en 

muestras de aguas de mar tomadas a la salida de los emisarios submarinos 

correspondientes a dichas EDARs. 

También, los métodos optimizados se aplicaron a muestras de 

sedimentos marinos tomadas en las proximidades de los emisarios 

submarinos de las EDARs y lodos de la EDAR de la ciudad de Las Palmas de 

Gran Canaria. 

Por último, además de conocer la presencia y distribución de los 

compuestos citostáticos en el medioambiente, es interesante conocer si 

representan una amenaza para los ecosistemas acuáticos. Para investigar 

dicho tema, se ha realizado un estudio sobre su presencia en muestras de 

peces capturados en las proximidades de emisarios submarinos, 

pertenecientes a diferentes niveles en la cadena trófica.  
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Varios compuestos citostáticos han sido detectados en las aguas 

residuales del hospital en niveles de µg·L-1. También se han detectado en 

influentes y efluentes de las EDARs en el rango de ng·L-1 hasta µg·L-1. Sin 

embargo, no fueron detectados en agua de mar ni en los peces que se 

alimentan en las proximidades de los emisarios submarinos. Por último, en 

los lodos y sedimentos marinos analizados no se detectaron compuestos 

citostáticos. 
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ABSTRACT 

Cancer is one of the most important diseases of the 21st century. It is a 

disease that causes uncontrolled growth of cells in a certain part of the 

body. One of the ways to combat this disease is the administration of 

certain medications, known as antineoplastic compounds or cytostatic 

agents. The problem is that these medications are not selective and 

damage both healthy and tumour cells. These compounds, once 

administered, are excreted by the patient and can reach the environment 

through wastewater treatment plants (WWTPs), where they can cause 

adverse effects. In addition, due to their physical-chemical characteristics, 

they can be adsorbed in the sludge of the WWTPs. 

Therefore, there is a big concern about the presence of these 

compounds in environmental samples. Consequently, different analytical 

methodologies have been developed and implemented for their 

determination. However, the optimization of sensitive and selective 

procedures capable of extracting and determining cytostatic compounds 

in complex matrices, such as environmental samples, at low 

concentrations still remains a challenge, and constitutes one of the 

current objectives of environmental chemistry. 

This Doctoral Thesis presents the results regarding the optimization of 

different extraction and preconcentration methodologies for the 

determination of cytostatic compounds in environmental samples. Both, 

traditional extraction techniques such as solid phase extraction (SPE) and 

new miniaturized extraction techniques such as fabric phase sorptive 

extraction (FPSE) were optimized for extraction in liquid samples. 
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Microwave assisted extraction (MAE) was used as the extraction 

technique for solid and biological samples. All of them have been coupled 

to ultra-high resolution liquid chromatography (UHPLC) with tandem mass 

spectrometry detection (MS/MS) as well as atomic emission spectrometry 

with inductive coupling plasma and mass spectrometry (ICP-MS) for 

sample determination. 

Throughout this Thesis, the results and conclusions obtained from the 

application of optimized procedures to samples of wastewater coming 

from wastewater treatment plants (WWTPs) in Gran Canaria are 

presented, as well as samples of wastewater taken in one of the main 

hospitals of the island. Samples of seawater taken at the exit of submarine 

emissaries of the WWTPs were also analysed. 

In addition, the optimized methods were applied to marine sediment 

samples taken in the vicinity of the submarine outfalls of different WWTPs 

and sludge of the WWTP of the city of Las Palmas de Gran Canaria. 

Finally, besides of knowing the presence and distribution of cytostatic 

compounds in the environment, it is interesting to know if they represent 

a threat to aquatic ecosystems. To investigate this issue, a study has been 

conducted to determine the presence of these compounds on fish 

samples caught in the vicinity of marine outfalls of different levels in the 

food chain. 

Several cytostatic compounds have been detected in hospital 

wastewater at levels of µg·L-1. They have also been detected in influents 

and effluents of WWTPs in the range of ng·L-1 to µg·L-1. However, they 
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were not detected in seawater or in fish that feed in the vicinity of marine 

outfalls. Finally, in the sludge and marine sediments analysed, the 

cytostatic compounds were not detected. 
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CAPÍTULO 1: INTRODUCCIÓN 

Según la Organización Mundial de la Salud (OMS, World of Health 

Organisation, WHO) “el cáncer se produce por la transformación de células 

normales en células tumorales en un proceso en varias etapas que suele 

consistir en la progresión de una lesión precancerosa a un tumor maligno.” 

Esta enfermedad se caracteriza por el crecimiento descontrolado y 

desmesurado de células que pueden llegar a invadir tejidos cercanos. Las 

células cancerosas se diferencian de las células sanas en que no son tan 

especializadas por lo que siguen dividiéndose sin detenerse, ignorando las 

señales que les indican que deben morir [1].  

El cáncer es una enfermedad provocada por cambios en los genes que 

controlan el crecimiento celular. Esta enfermedad puede ser heredada, 

puede aparecer de repente y/o puede deberse a factores ambientales, 

siendo estos últimos los más importantes. Durante el periodo  2011 – 
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2015, se detectaron 439 casos de cáncer por cada 100.000 personas, de 

los cuales, casi un tercio resultaron en muerte del paciente [2].  

Uno de los tratamientos utilizados para combatir el cáncer es la 

quimioterapia mediante compuestos citostáticos o antineoplásicos. 

Después del tratamiento, gran parte del compuesto es excretado por el 

paciente, en su forma original o como producto de la metabolización del 

compuesto original, llegando a las aguas residuales y, posteriormente, 

siendo vertidos en los ríos, mares y océanos. Aunque las cantidades que 

llegan a las aguas residuales y al medio acuoso son muy pequeñas, su 

presencia debe ser evaluada, ya que por su forma de actuar (están 

diseñados para destruir o dañar las células), aun estando presentes en 

bajas concentraciones, pueden resultar perjudiciales para la biota. 

Se debe, por tanto, desarrollar metodologías analíticas selectivas y 

sensibles para detectar y determinar, a bajas concentraciones, los analitos 

de interés de entre la multitud de interferencias que pueden existir en las 

muestras ambientales en la que se encuentran.  
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1.1. Cáncer y compuestos antineoplásicos 

El cáncer es un grupo heterogéneo y numeroso de enfermedades 

caracterizadas por un crecimiento anormal de células [3]. Se puede 

considerar una enfermedad genética, ya que son los genes quienes dan 

órdenes a las células para que éstas sepan qué hacer. Cada célula contiene 

en torno a 30.000 genes. Sin embargo, solo se encuentran activos los 

genes específicos para la función que van a realizar. Por lo tanto, todas las 

células poseen los genes necesarios para dividirse y multiplicarse, aunque 

estos pueden estar desactivados [1].  

La proliferación celular se produce de manera muy controlada durante 

el desarrollo del cigoto, según las necesidades del organismo. Este proceso 

por el que una célula se divide para dar lugar a dos células idénticas se 

conoce como ciclo celular.  

El ciclo celular tiene cuatro fases, dos preparatorias y dos funcionales. 

La primera fase preparatoria (G1) es previa a la replicación del ADN. En 

ella, la célula dobla su masa y tamaño, comprueba que está preparada 

para la división y que las condiciones ambientales son las adecuadas. La 

siguiente fase (fase S) es en la que tiene lugar la replicación del ADN. 

Posteriormente, la fase G2 es el período entre la replicación del ADN y el 

inicio de la división. En este punto, la célula comprueba que se ha 

duplicado correctamente el ADN y ha duplicado su masa. Por último, la 

célula entra en la fase M (mitosis), donde se produce la propia división 

celular [4]. La Figura 1 muestra un esquema del ciclo celular.  
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Figura 1. Etapas del ciclo celular 

El cáncer se desarrolla a partir de un trastorno genético cromosómico 

en células individuales [5]. En algún momento del ciclo, se produce un 

error en algún gen de alguna célula que provoca una mutación en el ADN. 

Las mutaciones son comunes y suceden con frecuencia en nuestros tejidos 

y las células pueden detectar esta mutación y repararla pero, en algunas 

ocasiones, esta mutación tiene lugar en los genes que regulan la 

proliferación de la célula [1].   

Como se comentó anteriormente, el cáncer provoca el desarrollo 

anormal de células que han desarrollado mutaciones que impiden que 

mueran provocando un crecimiento descontrolado. Las células sanas 

crecen, se dividen y mueren durante un tiempo determinado, pero la 

mutación que sufre una célula tumoral hace que se expanda sin control 

pudiendo llegar a sustituir tejidos sanos. Si llegan a invadir vasos 

sanguíneos y linfáticos pueden moverse a otros órganos y tejidos 



CAPÍTULO 1: INTRODUCCIÓN 

25 

distantes, provocando la metástasis. La capacidad de un cáncer de 

provocar metástasis dependerá de dónde se encuentre el cáncer y las 

características del mismo [6].  

Hoy en día se considera que existen más de 400 cánceres diferentes, 

los cuales se agrupan en cuatro grupos: carcinomas, sarcomas, cánceres 

de sangre y otros. De entre ellos, los carcinomas son los más comunes, ya 

que el 80% de los cánceres son de este tipo. Este cáncer comienza en los 

epitelios, que son los tejidos que recubren las superficies externas e 

internas de nuestro cuerpo [1].   

Los sarcomas comienzan en los huesos, cartílagos o tejidos blandos 

como músculos, nervios, vasos sanguíneos o tendones. En tercer lugar, se 

encuentran los cánceres de sangre, también llamados leucemias, que 

nacen en la médula ósea, dónde se forman las células de la sangre. El 

último grupo engloba, principalmente, los tumores del sistema nervioso 

central (cerebro, cerebelo y medula espinal) [1]. 

Se trata de una enfermedad de origen principalmente ambiental, ya 

que únicamente el 20% de los casos se considera hereditario. Algunas 

causas del cáncer pueden ser físicas (radiaciones), dieta (dentro de la cual 

se puede incluir el tabaco o el alcohol), virus, factores ambientales, etc. 

[3].   

Los tratamientos contra el cáncer son, principalmente, tres: cirugía, 

radioterapia y quimioterapia. Así, la cirugía consiste en la extirpación del 

tejido canceroso. Es el tratamiento más antiguo, más arraigado y aún 

sigue siendo el más eficaz [7].  
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La radioterapia consiste en la aplicación de radiaciones y se aplica 

dependiendo de la sensibilidad del cáncer a dicha radiación. Algunos 

cánceres se pueden eliminar por completo con esta técnica, como el 

cáncer de laringe o el de próstata.  

Por último, la quimioterapia engloba multitud de medicamentos que 

tienen por objetivo frenar la división celular, motivo por el cual resulta 

perjudicial también para las células sanas. Otras aplicaciones de la 

quimioterapia son la reducción del tamaño del tumor y que éste sea, 

finalmente, operado por cirugía o su uso después de la extirpación del 

cáncer, para impedir que el tumor vuelva a crecer [1]. A estos 

medicamentos se les conoce como compuestos antineoplásicos o 

citostáticos. 

Según Greaves [5], el cáncer es una enfermedad global, esto es, en 

todo el mundo se producen al año unos ocho millones de diagnósticos de 

cáncer, independientemente de etnia o situación geográfica. Cuando para 

tratar el cáncer se usa quimioterapia hay que tener en cuenta que la 

propia naturaleza de estos medicamentos hace que sean muy peligrosos y, 

por ello, su uso tiene que estar controlado.  

Dependiendo del tipo de cáncer, el tratamiento podrá consistir en uno 

o en una combinación de estos compuestos. Su combinación facilita la 

lucha contra el cáncer. Sin embargo, también puede tener como resultado 

la suma de las toxicidades de los compuestos ya que la combinación de 

ellos puede resultar más peligrosa que por separado. El tratamiento se 

suele suministrar por ciclos. De esta manera, se pretende que las células 

sanas puedan volver a su actividad y que las células tumorales se 
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recuperen en menor cantidad [8]. Hay que tener en cuenta que la dosis 

terapéutica es superior a la dosis tóxica [3]. 

Según la OMS [9], los compuestos antineoplásicos se clasifican en cinco 

grupos, según se muestra en la Tabla 1. 

Tabla 1. Algunos compuestos antineoplásicos nombrados en esta tesis 

Código ATC Nombre Abreviatura 

L01A AGENTES 
ALQUILANTES 

L01AA Análogos de la 
mostaza nitrogenada 

L01AA01 ciclofosfamida CP 

L01AA02 clorambucil CHLO 

L01AA03 melfalán MELP 

L01AA06 ifosfamida IF 

L01B 
ANTIMETABOLITOS 

L01BA Análogos del 
ácido fólico 

L01BA01 metotrexato MET 

L01BC Análogos de 
pirimidina 

L01BC01 citarabina CYT 

L01BC02 fluorouracilo 5-FU

L01BC05 gemcitabina GEM 

L01BC06 capecitabina CAP 

L01BC07 azacitidina AZA 

L01C ALCALOIDES 
VEGETALES Y OTROS 

PRODUCTOS 
NATURALES 

L01CA Alcaloides 
vinca y análogos 

L01CA01 vinblastina VINB 

L01CA02 vincristina VINC 

L01CA04 vinorelbina VINO 

L01CB Derivados de 
la podofilotoxina 

L01CB01 etoposido ETO 

L01CD Taxanos 
L01CD01 paclitaxel PAC 

L01CD02 docetaxel DOC 

L01DB Antraciclinas y 
sustancias 

relacionadas 

L01DB01 doxorubicina DOX 

L01DB02 daunorubicina DAU 

L01DB03 epirubicina EPI 

L01DC03 mitomycin MIT 

L01X OTROS AGENTES 
ANTINEOPLASICOS 

L01XA compuestos 
de platino 

L01XA01 cisplatino Cis-Pt 

L01XA02 carboplatino Car-Pt 

L01XA03 oxaliplatino Oxa-Pt 

L01XE Inhibidores de 
la proteína cinasa 

L01XE01 tamoxifeno TAM 

L01XE03 erlotinib ERLO 

L01XE26 carbozantinib CARBO 

L01XX19 irinotecan IRI 

http://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=L01AA01&showdescription=yes
http://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=L01AA06&showdescription=yes
http://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=L01DB01&showdescription=yes
http://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=L01DB02&showdescription=yes
http://www.whocc.no/atc_ddd_index/?code=L01DB03&showdescription=yes
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Los agentes alquilantes (L01A) son compuestos químicos capaces de 

formar enlaces moleculares con ácidos nucleicos, proteínas y moléculas de 

bajo peso molecular. Dañan la capacidad de reproducción celular 

provocando un daño irreversible en el ADN [7]. Estos compuestos tienen 

un radical bis(cloroetil)amina, etilamina o nitrosourea y ceden sus grupos 

alquilo al componente celular para ejercer su actividad citotóxica. La 

ciclofosfamida (CP), uno de los compuestos seleccionados para esta tesis 

doctoral, posee un radical bis(cloroetil)amina (Figura 2).  

Figura 2. Ciclofosfamida marcado en un recuadro el radical 

bis(cloroetil)amina 

Los antimetabolitos (L01B) son compuestos de bajo peso molecular 

que actúan frenando la división celular. Pueden parecerse químicamente a 

alguna sustancia que necesita la célula, engañando a esta y haciendo que 

lo incorpore a su metabolismo o inhiben alguna enzima necesaria para el 

metabolismo [8]. La Figura 3 muestra la similitud entre el metotrexato 

(MET) y el ácido fólico, dónde la única diferencia entre ellos son los 

radicales marcados en amarillo. 
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Figura 3. Diferencias entre MET y ácido fólico 

 Los alcaloides vegetales (L01C) son compuestos inhibidores de la 

mitosis celular que provienen de productos naturales [8]. Dentro de este 

grupo destacan los antibióticos citostáticos, los cuales son compuestos 

muy tóxicos que no se usarían nunca contra infecciones. Su objetivo es 

inactivar el ADN formando complejos estables con él [8].  

En el último grupo encontramos otros compuestos antineoplásicos 

(L01X), como los anticuerpos monoclonales que activan la muerte 

programada de las células [8]. Se encuentran incluidos los fármacos de 
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platino que, pese a su uso extendido, no se conoce con certeza su 

mecanismo de acción y se cree que es similar al de los fármacos 

alquilantes, es decir, destruyen las etapas del ciclo celular. También se ha 

demostrado que se unen a las proteínas citoplasmáticas y nucleares, 

potenciando sus efectos citotóxicos y antitumorales [10]. 

Debido a su forma de actuar hay que reducir al mínimo su exposición 

y, por lo tanto, tener un control exhaustivo de los mismos. No porque los 

fármacos vayan a ser vertidos de manera intencionada o no vayan a ser 

eliminados de la forma adecuada a través de un gestor autorizado, sino 

porque gran parte del medicamento es excretado por el paciente en la 

orina y las heces. Eso provoca que los compuestos originales, metabolitos 

o productos de transformación entren en el sistema de aguas residuales.

Si bien, como veremos en capítulos posteriores de esta tesis, su 

concentración será muy baja, estos podrían causar efectos adversos a 

diferentes organismos.  

Los compuestos citostáticos tienen características y propiedades físico-

químicas muy diferentes. Los hay de bajo peso molecular como es el caso 

del 5-fluorouracilo (5-FU) con 130 u.m.a. [11] y de alto peso molecular 

como la vincristina (VINC) con 825 u.m.a. [12]. Algunos tienen constantes 

de disociación ácida negativas como el oxaliplatino (Oxa-Pt) (pKa = -11.72) 

[13] y otros altas como la gemcitabina (GEM) (pKa = 11.52) [14],

coeficientes de partición octanol/agua altos como el tamoxifeno (TAM) 

(Log Ko/w = 6.35) [15] hasta incluso negativos como el cisplatino (Cis-Pt) 

(Log Ko/w = -8.24) [16]. Aunque se trate de una única familia de 

compuestos, sus características los hacen muy diferentes por lo que se 

dificulta su extracción y determinación simultáneas.  
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Las concentraciones a las que los compuestos antineoplásicos se 

encuentran en el medio son bajas, del orden de µg·L-1 en efluentes de 

hospitales, en ng·L-1 en las estaciones depuradoras de aguas residuales e 

inferiores a ng·L-1 en ríos [17]. Sin embargo, al tratarse de compuestos que 

pueden ser genotóxicos, mutagénicos, carcinogénicos, teratogénicos o 

fetotóxicos, es necesario el estudio de los efectos adversos que podrían 

causar estos medicamentos. Así, desde hace unos 10 años, se han 

publicado diferentes trabajos en dónde se estudian los efectos citotóxicos 

y genotóxicos de los principales medicamentos contra el cáncer. Si nos 

centramos en el medio marino, los estudios se han realizado, 

principalmente en algas, bacterias, crustáceos, mejillones y peces. 

 Así, algas y cianobacterias fueron expuestas a ifosfamida (IF), CP y sus 

metabolitos o productos de transformación por Česen et al [18]. Los 

compuestos padres resultaron no ser tóxicos a las concentraciones 

probadas para el alga Pseudokirchneriella subcapitata ni para la 

cianobacteria Synecococcus leopoliensis. Sin embargo, demostraron que el 

metabolito carboxi-ciclofosfamida era tóxico para la cianobacteria.  

Zounková et al. [19] estudiaron la ecotoxicidad de cinco compuestos 

antineoplásicos (Cis-Pt, 5-FU, doxorubicina (DOX), etoposido (ETO) y CP) 

ampliamente usados en la bacteria Pseudomonas putida y en el alga 

Pseudokirchneriella subcapitata, realizando un test de inhibición del 

crecimiento, y en Daphnia magna, realizando un test de inmovilización 

aguda. Los resultados de este estudio indican que los compuestos Cis-Pt y 

5-FU deben ser considerados como altamente tóxicos, DOX debe ser

considerado como tóxico y ETO como dañino para el ecosistema marino. 

Los compuestos estudiados provocaron efectos significativos en la 
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mayoría de los ensayos pero a concentraciones relativamente altas (µg·L-1 

– mg·L-1) comparadas con las que se detectan en el medioambiente. Sin

embargo, señalan que la exposición crónica aún debe ser estudiada, así 

como los metabolitos y las descargas puntuales más altas debido a los 

tratamientos administrados.  

Brezovŝek et al. [20] estudiaron la toxicidad de cuatro compuestos 

citostáticos (5-FU, Cis-Pt, imatinib (IMA) y ETO) y sus mezclas binarias 

sobre el alga Pseudokirchneriella subcapitata y la cianobacteria 

Synechococcus leopoliensis, encontrando un rango de toxicidad aguda 

similar al trabajo de Zounková et al [11]. Por otro lado, estudiaron las 

mezclas binarias 5-FU + Cis-Pt, 5-FU + IMA y Cis-Pt + ETO, y concluyeron 

que las mezclas de los compuestos citostáticos pueden tener efectos 

sinérgicos o antagónicos dependiendo de los compuestos y la especie.  

Dado que, en muchas ocasiones, el tratamiento contra el cáncer 

consiste en aplicar una mezcla de compuestos y que los tratamientos que 

se aplican pueden ser diferentes, en las aguas residuales se espera 

encontrar una mezcla de compuestos anticancerígenos. A la vista de los 

resultados obtenidos, los autores sugieren que los datos de toxicidad de 

un solo compuesto no son suficientes para la predicción de las toxicidades 

acuáticas, ya que no se tienen en cuenta la sinergia de las posibles mezclas 

que puedan tener lugar.  

Parrella et al. [21] estudiaron la exposición de los niveles más bajos de 

la cadena trófica a seis compuestos antineoplásicos (5-FU, capacitabina 

(CAP, Cis-Pt, ETO, IMA y DOX). Una vez más se demostró que la toxicidad 

aguda ocurre en concentraciones de mg·L-1, mucho mayor a las 
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determinadas en el medioambiente, pero la exposición crónica a 

concentraciones de µg·L-1 provocó un 50% de inhibición de la 

reproducción en crustáceos. Los autores de este trabajo también señalan 

la necesidad de estudiar los productos de transformación y metabolitos 

derivados de los compuestos citostáticos, así como las posibles sinergias 

que pueda haber entre ellos o con otros contaminantes del medio.  

Borgatta et al. [22] estudiaron los efectos de dos metabolitos del TAM 

(endoxifen y 4-hidroxi-tamoxifen (4-OH-TAM)) en concentraciones de 

µg·L-1 en dos generaciones de Daphnia pulex. Los metabolitos provocaron 

efectos reproductivos y de supervivencia, aumentando la sensibilidad de 

Daphnia pulex a los metabolitos en la segunda generación. También 

disminuyó la tasa de crecimiento natural al aumentar las concentraciones 

de los metabolitos. En un estudio posterior, investigaron los efectos de 

TAM y 4-OH-TAM en cuatro generaciones de Daphnia pulex [23]. 

Encontraron que tanto el TAM como su metabolito 4-OH-TAM afectaron a 

la tasa intrínseca de aumento natural, la reproducción, el tamaño y la 

viabilidad, pero estos efectos no se magnificaron en las siguientes 

generaciones. La presencia de los dos contaminantes provocó efectos en 

la descendencia que no se observaron cuando se probaron los 

compuestos de manera individual. La segunda parte del experimento 

consistió en averiguar si los efectos de la exposición a estos 

contaminantes son reversibles. Para ello, pusieron en contacto Daphnia 

pulex con TAM y su metabolito y en generaciones posteriores los 

contaminantes fueron retirados. Observaron que en estos descendientes 

también hubo una reducción del tamaño y la reproducción.  
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Trombini et al. [24] estudiaron los efectos adversos del Cis-Pt en 

mejillones (Mytilus galloprovincialis) demostrando que, incluso 

concentraciones bajas, cercanas a las que se podrían detectar en efluentes 

de aguas residuales, provocan efectos adversos. Realizando ensayos 

similares en peces, Kovács et al. [25] expusieron dos generaciones de 

Danio rerio a concentraciones de 0.01, 1 y 100 µg·L-1 de 5-FU. Los 

resultados no mostraron efectos en el crecimiento, reproducción o 

supervivencia en el pez, pero sí se observaron cambios histopatológicos en 

el hígado y el riñón y efectos genotóxicos. Se determinaron daños en el 

ADN en las células sanguíneas y en el hígado, pero no en las branquias ni 

en las gónadas. Aunque la exposición crónica no afectó a la capacidad 

reproductiva, 5-FU puede provocar cambios degenerativos, incluyendo 

cáncer, que podrían afectar a la población de peces en varias 

generaciones.  

Los efectos de los compuestos antineoplásicos CP, Cis-Pt, IF y 5-FU, 

solos y en combinaciones, fueron estudiados por Novak et al. [26] también 

en el hígado del pez cebra. Probaron la mezcla de los cuatro compuestos a 

las concentraciones máximas detectadas en efluentes de hospitales. La 

mezcla no resultó ser citotóxica ni genotóxica, pero indujo un aumento 

significativo en la formación de roturas de la cadena de ADN a 

concentraciones mucho más bajas que la producida por los compuestos 

individuales. Con estos resultados remarcaron la necesidad de establecer 

niveles tóxicos teniendo en cuenta la mezcla de compuestos y no cada uno 

de forma individual.  

Es muy necesario tener en cuenta la exposición crónica, ya que varios 

trabajos sugieren que ciertos compuestos antineoplásicos pueden ser 
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persistentes en el medio acuático y presentar baja biodegradabilidad 

[27,28]. Por lo tanto, la continua entrada de estos compuestos a través de 

las aguas depuradas, principalmente, junto con su baja biodegradabilidad 

podría contribuir a un aumento de su concentración en las proximidades 

de los efluentes.  

Las conclusiones generales de estos autores sugieren la necesidad de 

estudios multigeneracionales para comprender adecuadamente las 

consecuencias de la exposición prolongada a pequeñas dosis de 

compuestos antineoplásicos. Han demostrado efectos adversos a 

concentraciones inferiores a la concentración tóxica aguda, y cercana a las 

concentraciones que son detectadas en los efluentes de las estaciones 

depuradoras. Además, hacen un llamamiento al estudio de las sinergias 

por las mezclas de compuestos antineoplásicos que pueden llegar a ser 

más tóxicos que los compuestos individuales, y es como realmente se 

encontrarán en el medio. Por este mismo motivo también se hace 

necesario el estudio de los metabolitos y productos de degradación, ya 

que pueden llegar a ser más tóxicos que los compuestos padres.  

Para llevar a cabo esta tarea, es necesario el desarrollo de 

procedimientos analíticos capaces de extraer y preconcentrar estos 

compuestos citostáticos de matrices complejas, como las aguas residuales, 

los lodos generados en la depuración y los organismos, para su posterior 

determinación y monitorización en el medioambiente. Únicamente 

analizando la variedad de compuestos citostáticos que llegan al medio y su 

intervalo de concentraciones se podrá conocer la magnitud del problema.  



CAPÍTULO 1: INTRODUCCIÓN 

36 

1.2. Técnicas de extracción de compuestos antineoplásicos en 
muestras medioambientales 

1.2.1. Muestras líquidas 

Desde hace años la comunidad científica se ha dado cuenta que una 

etapa fundamental de la determinación de micro-contaminantes es la 

extracción. Es una etapa laboriosa, que lleva bastante más tiempo que la 

determinación en sí misma pero que una equivocación en ella podría 

resultar en un importante error en la determinación [29]. Sin embargo, 

debido a las concentraciones tan bajas en las que se encuentran los 

analitos es prácticamente obligatorio realizar un proceso de extracción y 

preconcentración. La Extracción en Fase Sólida (SPE) es una técnica que ha 

ido sustituyendo y desplazando a la Extracción Líquido-Líquido (LLE) como 

técnica de extracción y preconcentración, ya que presenta ventajas como 

la reducción del uso de disolventes, de costes y del tiempo de extracción. 

Además, es selectivo, fácilmente automatizable, permite que los analitos 

queden retenidos en el sorbente, consiguiendo una alta preconcentración 

y eliminando interferencias. Los principales sorbentes usados son de fase 

reversa que actúan, principalmente, por fuerzas de Van der Waals [30]. 

Aun así, se puede encontrar algún trabajo en el que la extracción líquido-

líquido ha sido empleada en la determinación de citostáticos, 

concretamente TAM aunque, posteriormente, fue purificado con 

cartuchos de SPE Oasis MCX [31]. 

En general, el proceso de extracción mediante SPE consta de cinco 

pasos generales, tal como se muestran en la Figura 4: 

1º Acondicionamiento del cartucho  

2º Paso de la muestra mediante vacío 
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3º Retención de los analitos de interés 

4º Eliminación de interferencias 

5º Elución de analitos mediante un disolvente orgánico apropiado 

Figura 4. Esquema de procedimiento mediante Extracción en Fase Sólida 

donde hay que optimizar las condiciones experimentales más adecuadas 

para cada una de estas etapas. 

En el primer trabajo publicado donde se extraen compuestos 

antineoplásicos de muestras medioambientales se utilizan cartuchos 

CHROMABOND® C18 en la extracción de CP e IF de aguas residuales, 

obteniendo recuperaciones promedio en torno al 30% para CP y 39% para 

IF [32]. Steger-Hartmann et al. [32] demostraron la presencia de esos dos 

compuestos en aguas residuales en concentraciones de 24 ng·L-1 de IF y 

146 ng·L-1 de CP. Además, demostraron que los tratamientos 
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convencionales de depuración de aguas residuales no son capaces de 

degradar estos compuestos, abriendo un amplio campo de estudio.  

En posteriores trabajos, estos autores realizaron un estudio de IF [27] y 

de CP [33],  en los cuales encontraron concentraciones de hasta 1,994 

µg·L-1 de IF y hasta 4,486 µg·L-1 de CP en efluentes de hospitales. Con este 

resultado demuestran que una de las principales fuentes de entrada de 

compuestos antineoplásicos al medio es a través de las aguas residuales 

hospitalarias, ya que los pacientes reciben el tratamiento en los hospitales 

y gran parte de estos compuestos son excretados sin metabolizar. Por otro 

lado, encontraron concentraciones similares de ambos compuestos en la 

entrada y salida de la EDAR confirmando, de nuevo, que no son 

degradados por los tratamientos convencionales.  

Kiffmeyer et al. [34] trató de optimizar un procedimiento de extracción 

para diez compuestos citostáticos de diferentes familias, con propiedades 

y características distintas. Por este motivo tuvo que probar diferentes 

versiones de cartuchos C8 y C18 de fase reversa, cartuchos de modo mixto, 

de intercambio iónico, etc. En general, encontró que la mejor solución 

para la extracción de la mezcla de analitos fue usar cartuchos de fase 

reversa C18 o cartuchos de poliestireno divinilbenceno (PS-DVB), los cuales 

tratan de solucionar la extracción de compuestos polares de matrices 

acuosas medioambientales [35], llegando a obtener recuperaciones de 

hasta el 90%. 

Otra opción a la hora de extraer compuestos farmacéuticos con 

diferentes propiedades es agrupando los compuestos de características 

similares y seleccionando el cartucho de SPE más adecuado para cada 
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grupo [36]. El problema es que, en este caso, sería necesario realizar 4 

extracciones, lo cual conlleva un consumo de tiempo importante y, a su 

vez, una cantidad de muestra considerable (3.5 L). Sin embargo, otros 

autores han tomado esta decisión cuando se trata de extraer compuestos 

antineoplásicos de diferentes familias [37].  

Los compuestos polares y muy solubles en agua siempre han resultado 

muy problemáticos para su extracción y preconcentración. Entre los 

compuestos anticancerígenos, destaca el 5-FU, un antimetabolito 

ampliamente utilizado, que fue extraído por primera vez por Mahnik et al. 

[38]. Para ello, usaron los cartuchos ENV+, apropiados para este tipo de 

compuestos, obteniendo recuperaciones entre 80 – 96%. En un trabajo 

posterior [39], optimizaron un procedimiento para la extracción de tres 

antraciclinas (epirubin (EPI), DOX y daunorobicina (DAU)) mediante 

cartuchos de SPE C8 logrando recuperaciones superiores 80%. Las 

aplicaciones de estos trabajos se realizaron, únicamente, en aguas 

hospitalarias. 

Kovalova et al. [40] publicaron un trabajo sobre la extracción y 

determinación de compuestos citostáticos muy polares (5-FU, citarabina 

(CYT) y GEM) y dos metabolitos en muestras de aguas residuales de un 

hospital usando cartuchos Isolute ENV+ para la extracción y Speedisk H2O-

philic SA-DVB como paso de limpieza. Hasta este momento, la mayoría de 

los trabajos sobre determinación de compuestos citostáticos se habían 

centrado en compuestos no polares que son retenidos y separados con 

facilidad en columnas C18. Sin embargo, los compuestos muy polares, 

como los seleccionados por los autores de este trabajo, no son retenidos 

en este tipo de columnas, por lo que usaron columnas de interacción 
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hidrófila (HILIC). Para los compuestos 5-FU y el principal metabolito 

orinado de GEM, difluorodeoxyuridina (dFdU), se obtuvieron 

recuperaciones inferiores al 50% debido al uso de Speedisk H2O-philic SA-

DVB, que reduce el efecto matriz pero, a la vez, también reduce la 

recuperación. Sin un paso de limpieza, el efecto matriz hubiese hecho 

imposible la determinación de los compuestos. Pese a obtener buenos 

límites de detección, la aplicación se realizó únicamente en efluentes de 

hospitales. Usando estos mismos cartuchos (ENV+), Ghafuria et al. [41] 

fueron capaces de extraer Cis-Pt, Car-Pt y Oxa-Pt, compuestos con 

coeficientes de partición octanol/agua negativos, obteniendo 

recuperaciones de entre el 0.70 – 0.78%.  

Garcia-Ac et al. [42] fueron los primeros en aplicar la extracción en fase 

sólida on-line (on-line SPE) en la extracción y determinación de MET y CP 

junto a otros medicamentos. Este procedimiento se caracteriza porque los 

cartuchos de SPE están acoplados directamente al sistema 

cromatográfico. De esta manera, la extracción se realiza de forma 

automática e inmediatamente se dirige a la cabeza de la columna para 

proceder a la separación cromatográfica de los analitos.  Debido a esta 

nueva configuración, la optimización del procedimiento está relacionada 

con el caudal de muestra, el volumen y el contenido de disolvente 

orgánico en la muestra. Uno de los inconvenientes de este procedimiento 

es que resulta complicado y casi imposible distinguir entre efecto matriz y 

recuperación. Por ello, estos autores presentaron dos fórmulas para tratar 

de evaluarlos, obteniendo recuperaciones de 148% para CP y 55% para 

MET.  
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A partir del año 2010, gracias al desarrollo del SPE online, se 

publicaron varios trabajos multi-residuo en los que se incluían compuestos 

antineoplásicos [43–45] o con compuestos antineoplásicos, 

exclusivamente [46,47].  

A su vez, las publicaciones comenzaron a centrarse en la evaluación de 

mezclas de compuestos citostáticos, principalmente en aguas residuales, 

tanto de hospital como de estaciones depuradoras. En la mayoría de los 

trabajos, la extracción y preconcentración se realizó mediante SPE con 

cartuchos Oasis HLB [44,48,49].  

Ferrando-Climent et al. [44] probaron cartuchos Oasis HLB y de 

intercambio iónico MAX y MCX para la extracción de MET, TAM, docetaxel 

(DOC) y placlitaxel (PAC), obteniendo los mejores resultados con el 

cartucho Oasis HLB, donde lograron recuperaciones entre el 46% y el 

129%. En condiciones óptimas y para mejorar la recuperación de los 

compuestos, añadieron un agente quelante (Na2EDTA) a una 

concentración 0.1M, para evitar las posibles interferencias de metales 

solubles con los compuestos. Finalmente, obtuvieron recuperaciones de 

100 ± 20% para todos los compuestos. Con el mismo procedimiento de 

extracción estudiaron, en un trabajo posterior, efluentes de estaciones 

depuradoras y aguas de rio obteniendo recuperaciones entre el 58.4 – 

129.7% y entre 70.9 – 127.0%, respectivamente [50]. 

Yin et al. [48] obtuvieron recuperaciones entre 51 – 105% para una 

mezcla de citostáticos que incluía MET, azatioprina, DOX, doxorrubicinol, 

VINC, IF, CP, ETO y procarbazina usando los mismos cartuchos. Gómez-

Canela et al. [51] obtuvieron recuperaciones del 87% para CP usando 
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Oasis HLB, pero del 37% para EPI. Gómez-Canela et al. [52] probaron 

cuatro cartuchos (Oasis HLB, Oasis MCX, Isolute ENV+ e Isolute C18) para la 

extracción de 26 compuestos citostáticos en aguas residuales. Los mejores 

resultados los obtuvieron, nuevamente, para el cartucho Oasis HLB, con 

un amplio rango de recuperaciones (6 – 110%) ya que las propiedades 

físico-químicas de los compuestos son muy diferentes. Franquet-Griell et 

al. [53] también usaron Oasis HLB para la extracción de 19 compuestos 

citostáticos de agua de rio, logrando recuperaciones entre 29 – 111%, 

justificando la baja recuperación por la hidrólisis de ciertos compuestos 

que presentan baja estabilidad en agua. 

Otros tipos de cartuchos también han sido utilizados para extraer seis 

compuestos citostáticos (bicalutamida, CAP, CP, doxifluridina, TAM y 

tegafur (TEG)), como es el caso de Azuma et al. [54] que emplea cartuchos 

Oasis MAX obteniendo recuperaciones de 63 – 124% y 52 – 115% para 

agua de rio y agua residual, respectivamente. Usando también cartuchos 

de intercambio iónico como Oasis WAX, en la extracción de 7 compuestos 

antineoplásicos de las mismas matrices, Santos et al. [55] obtuvieron 

recuperaciones entre el 31 – 105% en agua Milli-Q. Se observa, por tanto, 

que la principal desventaja de los cartuchos de intercambio iónico es la 

recuperación, aunque el efecto matriz disminuye. 

Como ya se comentó, la dificultad de evaluar separadamente el efecto 

matriz y la recuperación en SPE on-line, hace que la recuperación se tenga 

que evaluar, por ejemplo, mediante cartuchos off-line. De esta forma, 

López-Serna et al. [43] estudió la recuperación obtenida, la cual resulta 

bastante baja para el antineoplásico analizado, TAM (<15%). La misma 

forma de evaluar la recuperación la utiliza Negreira et al. [46] obteniendo, 
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en esta ocasión, recuperaciones por encima del 70%. Rabii et al. [47] 

calcularon la recuperación comparando la concentración medida de una 

muestra contaminada con la concentración que, teóricamente, debería 

tener obteniendo buenas recuperaciones para casi todos los compuestos, 

excepto GEM, el compuesto más hidrofílico cuya recuperación fue inferior 

al 50%. El problema de calcular la recuperación de esta última forma en 

muestras complejas es que es imposible distinguir entre pérdida de señal 

por una baja recuperación en el cartucho o interferencias en la ionización. 

Un nuevo enfoque en los últimos años en la química analítica ha sido el 

desarrollo de metodologías donde el uso de disolventes orgánicos se ve 

reducido. Este movimiento se conoce como “química analítica verde”, 

cuyos principios pretenden elaborar y usar productos químicos menos 

peligrosos, prevenir la contaminación, reducir el uso de materias primas, 

productos, disolventes, reactivos, etc. [56]. 

Siguiendo estos principios comenzó una corriente de miniaturización, 

creando técnicas de microextracción que son capaces de muestrear, 

extraer y preconcentrar. En la optimización de estas nuevas técnicas 

miniaturizadas, y teniendo en cuenta el gran número de parámetros que 

afectan la extracción, se hace necesario alejarse de los procedimientos 

clásicos que no tienen en cuenta las interacciones de las variables [57].  

Hasta 2016, según la revisión realizada [17], la aplicación de técnicas 

de microextracción para compuestos citostáticos no se había llevado a 

cabo. Los primeros trabajos de estas técnicas aplicadas a compuestos 

citostáticos se publicaron en 2017 sobre Extracción por Adsorción sobre 
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Tejidos Químicamente Modificados” (FPSE) [58] y en 2018 sobre 

microextracción por dispersión líquido-líquido (DLLME) [59]. 

La DLLME fue introducida en 2006 [60]. Se basa en la formación de 

finas partículas del disolvente de extracción dispersas en la fase acuosa. La 

centrifugación logra que las partículas de disolvente sedimenten. El 

principal inconveniente es el limitado número de extractantes que se 

pueden utilizar debido a las condiciones de extracción requeridas [61]. La 

DLLME dio como resultado la extracción de cuatro compuestos 

citostáticos (IRI, DOX, EPI y DAU) de muestras de aguas residuales de 

hospitales, obteniendo recuperaciones entre el 75 – 90% [59]. 

1.2.2. Muestras sólidas 

La bibliografía consultada relacionada con la extracción de compuestos 

antineoplásicos en muestras sólidas es escasa. De hecho, existe menos de 

una decena de trabajos en los que se han estudiado estos compuestos en 

muestras como lodos, compost o sedimentos.  

En el primer trabajo, que fue publicado por Ternes et al. [62] en 2005, 

se optimizó un método de Extracción Asistida por Ultrasonidos (USE) para 

una mezcla de compuestos farmacéuticos, en la que incluyeron dos 

compuestos antineoplásicos (IF y CP), en muestras de lodos. La técnica 

USE se basa en el uso de ondas ultrasónicas para aumentar la solubilidad 

de los analitos en el disolvente en el que se encuentran. En esta ocasión, 

fue usado, en primer lugar 4mL y 2mL de metanol, seguido de dos 

extracciones más con 2mL de acetona. Además, utilizaron un paso extra 

de preconcentración después de la extracción con cartuchos de SPE de 
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fase reversa C18. De esta forma, lograron recuperaciones entre el 53 – 59% 

y 58 – 66% para IF y CP, respectivamente.  

Esta técnica también fue usada para la extracción de ocho compuestos 

farmacéuticos, entre los que se encontraban CP e IF, en compost [63]. 

Lograron obtener una recuperación entre 87.3 – 97.3% para IF y entre 95 

– 99.1% para CP, con límites de cuantificación (LOQ) de 2.05 ng·g-1 y 1.77

ng·g-1 respectivamente. 

Azuma et al. [64] estudiaron la presencia de seis compuestos 

anticancerígenos en sedimentos de ríos de Japón. Para ello, aplicaron un 

protocolo basado en el uso de USE obteniendo recuperaciones entre 23 y 

112% para sedimentos y entre 33 y 122% para material en suspensión. Los 

autores afirman haber detectado concentraciones de 0.319 ng·g-1 de 

bicalutamide, 0.392 ng·g-1 de doxifluridine y 0.250 ng·g-1 de TAM. 

Okuda et al. [65] llevaron a cabo la extracción de 66 compuestos en 

lodos, entre los que incluyeron el CP, mediante la Extracción por Líquidos 

Presurizados (PLE) en lodos. Esta técnica se basa en las mejores 

propiedades en cuanto a transferencia de masa que poseen los líquidos 

cuando se encuentran a altas temperaturas y presiones, aumentando la 

eficiencia de extracción y reduciendo el tiempo de extracción. Para CP, la 

eficiencia de extracción estuvo en torno al 75%, y se detectó, por primera 

vez, en concentraciones de 12.5 ng·g-1 en el fango primario y 3 ng·g-1 en el 

fango de exceso.  

Usando la misma técnica, Seira et al. [66] presentaron un trabajo con 

el objetivo de extraer tres compuestos citostáticos ampliamente utilizados 
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(CP, IF y TAM) en lodos. La optimización se realizó a través de un diseño 

experimental en donde encontraron dificultades para evaluar el TAM 

debido a importantes variaciones de su recuperación, por lo que éste fue 

finalmente descartado. Además, añadieron un paso de limpieza con 

cartuchos SPE Oasis MAX y Oasis MCX con el objetivo de eliminar 

interferencias de la matriz, el factor más limitante del proceso. Obtuvieron 

recuperaciones para el IF entre el 14 – 33% y para el CP entre el 24 – 47%, 

midiendo concentraciones de IF de entre 11.4 – 44.5 ng·g-1 y 12.6 ng·g-1 de 

CP. 

Peysson y Vulliet [67] aplicaron QuEChERS (Quick, Easy, Cheap, 

Effective, Rugged, Safe)  para la extracción de 136 compuestos en lodos, 

de entre los cuales se encontraban tres compuestos anticancerígenos: 

DAU, EPI y TAM. Obtuvieron, en general, bajas recuperaciones para los 

compuestos citostáticos (21 – 37% DAU, 4 – 5% EPI y 58 – 67% TAM) y no 

pudieron ser detectados en las muestras estudiadas.  

Meeravali et al. [68] desarrollaron un procedimiento secuencial para la 

extracción de Cis-Pt, Car-Pt y hexacloroplatinato en muestras de suelo y 

determinación mediante absorción atómica. El procedimiento de 

extracción implica el uso de agua regia con un 20% de HCl a temperatura 

ambiente, seguido de una extracción por microondas con agua regia y HF. 

Después de la extracción, se aplicó una variación de extracción por punto 

de nube (CPE), usando Triton X-114 como surfactante, con la intención de 

preconcentrar los analitos. Con este procedimiento, se obtiene una 

recuperación muy alta para los compuestos de Pt (96 – 102%) y un límite 

de detección (LOD) de 0.5 ng·g-1.  
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Una vez que se ha demostrado la presencia de compuestos 

antineoplásicos en lodos de depuradoras y en los efluentes, es necesario 

estudiar qué puede ocurrir en las proximidades de los emisarios 

submarinos. La contaminación del ecosistema marino es un hecho 

demostrado, parte de esta contaminación se debe a la entrada de 

contaminantes emergentes y, en el caso de los compuestos citostáticos, 

esta entrada se produce, principalmente, a través de estaciones 

depuradoras. Estos compuestos son persistentes y pueden bioacumularse 

en diferentes tipos de organismos. Berlioz-Barbier et al. [69] estudiaron la 

posible bioacumulación de diferentes compuestos farmacéuticos entre los 

que se encontraba CP y TAM en invertebrados bentónicos mediante una 

técnica QuEChERS modificada y miniaturizada. Con este método, lograron 

recuperaciones del 70% para TAM y del 95% para CP, obteniendo un LOQ 

de 30 ng·g-1 para CP y 161.6 ng·g-1 para TAM. No se llegaron a detectar 

estos compuestos en las muestras analizadas.  
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1.3. Sistemas de detección para compuestos antineoplásicos 

1.3.1. Espectrometría de masas 

Después de la extracción y preconcentración de los analitos, tanto de 

matrices líquidas como sólidas, es necesario el uso de una técnica 

adecuada de separación y determinación.  

La cromatografía líquida (CL) es la técnica preferida para la separación 

de compuestos no volátiles. El gran desarrollo de esta técnica se debe, 

fundamentalmente, a los avances conseguidos en la instrumentación, 

donde la cromatografía líquida de ultra alta resolución (UHPLC) es la 

forma más novedosa. Este nuevo formato es capaz de trabajar a presiones 

muy altas, logrando completar el cromatograma en menos tiempo y 

usando menor cantidad de disolventes orgánicos. 

La espectrometría de masas (MS) es la técnica más aplicada en la 

detección y determinación de compuestos citostáticos [17]. La MS mide la 

masa de iones gaseosos que se producen a partir de las moléculas del 

analito siendo capaz de detectar, directamente, la masa del analito e, 

incluso, fragmentos de la molécula y seleccionando los iones en función 

de su relación masa/carga (m/z).  

En los primeros trabajos publicados, los compuestos antineoplásicos 

eran separados y detectados mediante cromatografía de gases con 

espectrometría de masas (CG-MS) ya que la CL no cumplía las condiciones 

necesarias para muestras ambientales [32]. Sin embargo, para la 

aplicación de la CG, es necesario derivatizar los analitos, por lo que las 

mejoras en CL hace que esta primera técnica se haya visto desplazada en 
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pocos años y los posteriores trabajos usan, en su mayoría, CL. Aun así, 

ciertos compuestos como 5-FU han seguido siendo detectados y 

determinados por GC-MS [70]. 

La fuente de ionización seleccionada en CL, después de que los analitos 

se hayan separado en la columna, es fundamental para que entren como 

iones al detector de masas. Entre las diversas fuentes de ionización 

existentes, la ionización por electrospray (ESI) es la más utilizada en la 

determinación de compuestos antineoplásicos [17]. Esta técnica es capaz 

de producir iones de compuestos no volátiles o termolábiles y puede 

producir iones de carga múltiple por lo que el valor m/z de los iones de 

macromoléculas caen en el rango de los espectrómetros de masas más 

usados. La ESI es una de las interfaces más efectivas y exitosas para CL-MS 

ya que la ionización suave permite determinar la masa precisa de 

moléculas pequeñas [71]. 

La espectrometría de masas en tándem (MS/MS) ha supuesto una 

mejora de la tradicional al emplear un segundo espectrómetro de masas. 

La versión más avanzada de esta técnica es la espectrometría de masas de 

triple cuadrupolo (TQ-MS). En esta ocasión, el primer y tercer cuadrupolo 

son selectivos de masas (transmiten iones de un determinado valor m/z), 

mientras que el segundo cuadrupolo opera, únicamente, en modo 

radiofrecuencia (transmite iones de cualquier relación m/z), sirviendo de 

cámara de colisión. El primer cuadrupolo selecciona el ion precursor que 

se transmite a la cámara de colisión y el tercer cuadrupolo analiza los 

productos que salen de la celda de colisión [71].  
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Ternes et al. [72] comenzaron a aplicar CL-ESI-MS/MS para la 

determinación de IF y CP, no sólo en aguas residuales, sino también en 

agua de río y agua apta para el consumo humano. Pese a que en el trabajo 

no se habla de la posible pérdida de señal por las interferencias de la 

matriz, los resultados con CL-ESI-MS/MS muestran ser menos sensibles a 

las interferencias que con CG-MS ya que, por ejemplo, para el compuesto 

CP, el LOD en agua de río fue 50 ng·L-1 y en aguas residuales 250 ng·L-1 

usando CG-MS, mientras que usando CL-ESI-MS/MS el LOD se mantuvo en 

10 ng·L-1 en ambas matrices.  

La evolución de las distintas técnicas de detección por espectrometría 

de masas ha promovido su aplicación en los distintos campos de la 

química analítica, solucionando algunos de los problemas que presentan la 

espectrometría de masas en tándem. La determinación de compuestos a 

nivel de trazas en muestras medioambientales mediante MS/MS muchas 

veces se ve limitada por la baja señal de la segunda transición, impidiendo 

la confirmación del analito.  

Por ello, la Espectrometría de Masas con Tiempo de Vuelo (ToF-MS) 

trata de solucionar este inconveniente. Esta técnica mide el tiempo que 

tarda en llegar un ion desde la fuente de ionización hasta el detector. 

Todos los iones reciben la misma energía cinética pero, debido a que 

tienen distinta relación m/z, adquieren distintas velocidades [71].  

 Garcia-Ac et al [73] fueron los primeros en aplicar esta técnica a una 

mezcla de compuestos farmacéuticos entre los que se encontraban los 

antineoplásicos CP y MET. En dicho trabajo, los autores trataron de 

optimizar un procedimiento de extracción de volúmenes relativamente 
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grandes mediante SPE on-line para conseguir límites de detección que 

permitieran determinar dichos fármacos en aguas superficiales. Estos dos 

compuestos antineoplásicos, junto con otros fármacos, presentaban poca 

intensidad en su segunda transición y su confirmación era imposible 

mediante MS/MS. Sin embargo, de los dos compuestos, solo CP pudo ser 

detectado por CL-ToF-MS a niveles algo más alto que mediante MS/MS, lo 

que resultó ser un factor limitante de esta técnica. Sin embargo, usando 

ToF-MS se obtiene mayor resolución y peor sensibilidad.  

El detector de trampa de iones cuadrupolo (QIT) trabaja a una presión 

relativamente alta para ser un espectrómetro de masas, la cual se 

mantiene por un flujo continuo de helio o argón en el interior del 

espectrómetro [71]. Esta instrumentación fue utilizada por Valcárcel et al. 

[74] para la detección de diversos compuestos farmacéuticos en aguas de 

rio, siendo el primer trabajo en detectar IF a 41 ng·L-1 en ríos. 

Ferrando-Climent et al. [44] utilizaron la trampa de iones cuadrupolo 

lineal (Q-LIT) junto con su herramienta de adquisición de información 

(IDA)[44] en la determinación de diez compuestos antineoplásicos. La 

herramienta de adquisición de información se usó en el estudio de 

metabolitos y productos de transformación de los compuestos 

antineoplásicos detectados, concretamente hidroxi-tamoxifeno (el 

principal metabolito humano conocido de TAM), 4,4-dihidroxi 

desmetiltamoxifeno (segundo metabolito humano del TAM) y 

carboxifosfamida (un metabolito de la CP), mediante el peso molecular 

teórico de los iones en los cromatogramas. Aunque para una confirmación 

precisa haría falta el correspondiente patrón, los autores fueron capaces 
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de detectar estos metabolitos en aguas residuales de hospitales por 

primera vez. 

Usando una combinación de dos detectores (TQ y Q-LIT), Negreira et 

al. [46] optimizaron un procedimiento para la extracción de 17 

compuestos citostáticos entre los cuales se encontraban 4 metabolitos. 

Los resultados muestran la presencia de un metabolito, 6(α)-

hydroxypaclitaxel (OH-PAC), pero no del compuesto padre PAC mostrando 

la necesidad de estudiar no solo los compuestos originales, sino también 

los metabolitos o productos de degradación que se pudieran formar. 

El detector Orbitrap es uno de los detectores de masas más nuevos. 

Ofrece una alta sensibilidad a la fragmentación de la espectrometría de 

masas y bajos límites de detección en escaneo completo, además de una 

masa precisa tanto para calcular la composición elemental más favorable 

como de los iones producto. Gómez-Canela et al. [51] optimizaron un 

procedimiento de extracción de CP y EPI de aguas residuales, usando 

cartuchos de SPE como preconcentración de los contaminantes e 

inyección directa y Orbitrap como detector. En este trabajo llegan a 

obtener un LOQ de 3.1 ng·L-1 para CP y 85 ng·L-1 para EPI, mediante 

inyección directa. En un trabajo posterior, compararon MS/MS con 

Orbitrap para la detección de una mezcla de 26 compuestos citostáticos, 

encontrando que ambos equipos son suficientemente selectivos pero el 

Orbitrap es hasta 100 veces más sensible [75]. 

1.3.2. Otras técnicas instrumentales empleadas 

Dependiendo del compuesto citostático que se quiera analizar es 

posible usar distintos sistemas de detección que puedan ser más 
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asequibles o sencillos de utilizar. En los primeros años del siglo XXI, la CG-

MS siguió utilizándose como técnica de detección para otros compuestos 

citostáticos como TAM y 5-FU [31,76]. Para la determinación de 5-FU se ha 

usado la electroforesis capilar (CE) [37,38]. Esta técnica se basa en el 

movimiento de iones, sustancias neutras o migración pasiva que se 

repelen o son atraídas por un campo eléctrico dentro de un capilar [77].  

Por otro lado, hay compuestos citostáticos que pueden ser 

determinados con un detector de fluorescencia (FD). Algunos compuestos 

determinados de esta forma son las antraciclinas EPI, DOX y DAU  [37,39], 

[47]; con LOD que varían entre 50 ng·L-1 hasta 290 ng·L-1; el antineoplásico 

irinotecan (IRI) [47] y los compuestos ETO, melfalán (MELP) y vinblastina 

(VINB) [34], obteniendo LOD de 20 – 100 µg·L-1. Otro detector utilizado es 

el detector de matriz de diodo (DAD) para la determinación de los 

compuestos carmustina, clorambucilo (CHLO), Cis-Pt, CP, CYT, 5-FU y MET 

[34], logrando LOD que varían de 0.02 – 80mg·L-1. 

 Un grupo particular de medicamentos contra el cáncer, los 

compuestos citostáticos basados en platino, principalmente Cis-Pt, 

carboplatin (Car-Pt) y Oxa-Pt, suelen ser determinados por plasma 

acoplado inductivamente con espectrometría de masas (ICP-MS) [37,78–

85]. En esta técnica la muestra se aspira en el conjunto de la antorcha, 

donde los solutos se desolvatan, se atomizan y se ionizan en un medio no 

oxidante y muy energético. Esta técnica también fue aplicada, pero con 

detector de espectrometría de emisión óptica (ICP-OES) por Ghafuria et al. 

[86] para la determinación de compuestos de platino en dos hospitales,

con un LOD de 1000 ng·L-1. 
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Por otro lado, la separación de los compuestos de platino para su 

identificación como molécula y no como platino total ha sido bastante 

complicada. Como se comentó, el ICP-MS se puede acoplar a un sistema 

de cromatografía líquida, pero debido a la polaridad de los compuestos de 

platino estudiados, su separación con las columnas tradicionales C18 de 

fase reversa es muy complicada. Falter y Wilken [85] lograron separar e 

identificar Cis-Pt y Car-Pt usando columnas de fase reversa C18, al igual que 

Hann et al. [80], quienes usaron una columna C18 basada en un 

pentafluorofenilpropilo como fase estacionaria para la separación de Cis-

Pt, Car-Pt y Oxa-Pt. Los LOD en esta ocasión fueron 90 ng·L-1 para el Cis-Pt, 

100 ng·L-1 para el Oxa-Pt y 150 ng·L-1 para el Car-Pt. Más recientemente, 

Vidmar et al. [84] separaron e identificaron gracias a una columna HILIC el 

compuesto Cis-Pt y un complejo hidrolizado del mismo [PtCl(OH2)(NH3)2]+. 

Los LOD para el Cis-Pt variaban entre 27.3 ng·L-1 y 172.6 ng·L-1. 

1.3.3. Efecto matriz 

El efecto matriz es un problema que afecta, sobre todo, a las muestras 

ambientales complejas. Se caracteriza por una supresión o aumento de la 

señal por las interferencias extraídas junto con los analitos, influyendo 

considerablemente en la calidad de los resultados. De hecho, algunos 

autores han optado por añadir un paso de limpieza para eliminar las 

interferencias, aunque ello significase reducir considerablemente la 

recuperación de sus compuestos [40]. Fue, a partir de 2012, cuando los 

investigadores que trabajan con mezclas de compuestos citostáticos o 

trabajos multi-residuo que incluyen compuestos citostáticos, empezaron a 

comentar los inconvenientes de este efecto, cómo evaluarlo y cómo tratar 

con él. 
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Gómez-Canela et al. [51] atribuyeron la baja recuperación de EPI a una 

posible supresión de la señal debido al efecto matriz o a la baja estabilidad 

del compuesto en una solución acuosa. Sin embargo, no se evaluó por lo 

que no se valoró cuál podría ser el verdadero efecto de la baja 

recuperación para ese compuesto.  

Para evaluar el efecto matriz, Ferrando-Climent et al. [44] usaron la 

siguiente expresión: 

 

dónde N es la pendiente de una curva de calibrado hecha con la fase móvil 

que se compara con W, la pendiente de una curva de calibrado hecha con 

los extractos obtenidos después de la extracción del analito (las llamadas 

Matrix Match Calibration (MMC)). De esta forma, un valor de efecto 

matriz superior al 100% indicaría aumento de la señal y un valor inferior al 

100% indicaría supresión de la señal. En este trabajo, los autores 

obtuvieron valores de hasta un 13% de supresión de señal y hasta un 

778% de aumento de la señal, lo cual remarca la importancia de este 

efecto, ya que los resultados pueden variar considerablemente.   

En la mayoría de los trabajos de extracción de compuestos 

antineoplásicos de muestras ambientales se usaron cartuchos Oasis HLB. 

Estos cartuchos son capaces de extraer multitud de contaminantes 

simultáneamente. Por este mismo motivo arrastran muchas interferencias 

presentes en la matriz, sobre todo cuando se trabaja con matrices tan 

complejas como aguas residuales dando lugar, en la mayoría de los casos, 
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a supresión de la señal a la hora de su determinación [49]. Otros trabajos 

en los que se estudian aguas más “limpias” el efecto matriz resulta mucho 

menor, dando lugar a un aumento de la señal máximo del 49% y una 

supresión de señal máxima de 32% [53]. 

Usando cartuchos de intercambio iónico Oasis WAX, Santos et al. [55] 

lograron un efecto matriz bajo, ya que las interferencias extraídas por este 

cartucho son menores. En el caso del agua de rio analizada, prácticamente 

no se ve influenciada por el efecto matriz, ya que este varía entre el -20 – 

13%, mientras que para el agua residual fue algo mayor, entre -25 – 46%, 

aun así, siendo menor que el obtenido por los cartuchos Oasis HLB. 

En el caso del SPE online resulta mucho más complicado evaluar el 

efecto matriz. El proceso de extracción y determinación se realiza en 

continuo, la pérdida de señal del analito puede ser debida tanto a baja 

recuperación por el cartucho como a interferencias durante la ionización. 

Negreira et al. [46] evaluaron el efecto matriz comparando el área de los 

picos de muestras reales contaminadas, restándoles la posible cantidad de 

analito que pudiera contener la muestra real que no ha sido contaminada, 

con una muestra de agua de calidad HPLC contaminada, obteniendo 

pérdidas de analito de hasta el 90%. Finalmente tuvieron que usar 

compuesto marcados isotópicamente (ILC) para poder solucionar el 

problema, lo cual puede resultar muy caro cuando se trata de una mezcla 

de compuestos que tienen propiedades y comportamientos muy 

diferentes y haría falta prácticamente un ILC para cada uno de los analitos. 

Lopez-Serna et al. [43] evaluaron el efecto matriz de igual forma, ya que 

disponían de 51 estándares internos para sus 74 compuestos.  
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En los casos en los que no se dispone de estándar interno, la opción 

más adecuada es una MMC o adiciones estándar. Comparando los picos 

de muestras reales contaminadas con los picos del disolvente 

contaminado a la misma concentración obtuvieron que, para el TAM, en 

matrices relativamente limpias, no se producía prácticamente efecto 

matriz. Sin embargo, en influentes de estaciones depuradoras se perdía 

señal (-40% para el TAM).  

La principal desventaja de esta forma de evaluar el efecto matriz es 

que es necesario suponer la misma recuperación en el cartucho tanto para 

una muestra limpia como para compleja. Esta retención puede no ser la 

misma, por lo que no se consigue aclarar si esa pérdida se producía 

durante la extracción o por interferencias durante la determinación.  

Rabii et al. [47] usaron el método de adiciones estándar para 

compensar el efecto matriz. Para ello, dividió el área obtenida para un 

agua residual contaminada a una concentración dada, a la que se le restó 

el área de la cantidad de analito que pudiera haber en la muestra de agua 

residual, entre el área de un blanco de agua contaminado a la misma 

concentración. De esta forma, valores inferiores al 100% indican supresión 

de la señal, mientras que valores superiores al 100% indican aumento de 

la señal. El efecto matriz cuantificado en este trabajo varió entre 55 – 

118%. 

El efecto matriz es menor en el caso del uso de las técnicas de 

microextracción. Así, en el caso de la aplicación de la DLLME, la supresión 

de señal fue menor del 10% para los cuatro compuestos estudiados (DOX, 



CAPÍTULO 1: INTRODUCCIÓN 

58 

DAU, EPI e IRI) [59] y en el caso de la aplicación de la FPSE, se observó un 

aumento de la señal hasta un 40%, aproximadamente [58]. 

El efecto matriz está también presente en la extracción de analitos de 

muestras sólidas. En los primeros trabajos, este efecto no era mencionado 

ni evaluado, pero cuando se tiene en cuenta se observa que puede ser el 

factor más limitante y la técnica de extracción resulta ser el factor clave. 

Cuando se optimizó un procedimiento de extracción mediante PLE de 

IF y CP en lodos, se encontró que el efecto matriz era el factor más 

limitante, por lo que tuvieron que usar estándares deuterados [66]. La 

aplicación de QuEChERS modificados para la extracción de TAM y CP, 

entre otros contaminantes, en invertebrados bentónicos mostró un 

importante efecto matriz, con una supresión de la señal de 

aproximadamente el 55% [69]. Lopez-Zavala et al. [63] trabajaron en la 

extracción de varios contaminantes en compost, entre los que se 

encontraban CP e IF, extrayéndolos con USE y los  autores aseguraron que 

no se extrajeron prácticamente interferencias con el procedimiento 

optimizado y que el efecto matriz observado era muy bajo, inferior al ±5% 

para los compuestos citostáticos.  
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1.4. Fármacos citostáticos en muestras ambientales: Una 
actualización de los procedimientos de extracción y 
determinación 

Como se ha comentado a lo largo de esta Introducción, los compuestos 

citostáticos albergan diferentes familias de compuestos con diferentes 

propiedades físico-químicas y de funcionamiento. El interés que despierta 

la problemática ambiental de estos compuestos no se puede estudiar en 

profundidad debido a la escasez de datos respecto a su presencia 

ambiental. Debido a ello, se hace necesario caracterizar su presencia y 

distribución en los diferentes compartimentos medioambientales, puesto 

que ello ayudará a crear futuras estrategias de remediación y prevención 

de la contaminación.  

Como ya se ha comentado, los compuestos citostáticos se encuentran 

en las muestras ambientales a bajas concentraciones y su determinación 

es complicada debido a la complejidad de las mismas. Por ello, es 

necesario disponer de metodologías analíticas que permitan alcanzar la 

sensibilidad y selectividad adecuada para la determinación de estos 

compuestos en estas muestras, que incluya una reducción en el tiempo de 

análisis y en se pretratamiento. 

  Desde la publicación de Kosjek y Heath [87] en 2011, se han realizado 

diferentes mejoras en cuanto a técnicas de extracción y determinación, 

nuevas aplicaciones y nuevos enfoques para el análisis de  los compuestos 

citostáticos. Por ello, se realizó un trabajo, en forma de artículo, en el que 

se llevó a cabo una actualización de las metodologías analíticas 

desarrolladas para el análisis de los compuestos citostáticos en diversas 
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matrices, ya que el número de trabajos relacionados con esta temática ha 

aumentado considerablemente en los últimos años.   

De esta publicación cabe destacar que: 

- La bibliografía respecto a la presencia de estos compuestos en

muestras ambientales es escasa. La mayoría de los trabajos se han

enfocado a la determinación en aguas residuales procedentes de las

estaciones depuradoras de aguas residuales y aguas residuales

hospitalarias y solo unos pocos han analizado su presencia en aguas

de rio o aguas subterráneas.

- La Espectrometría de Masas y sus variantes son las técnicas de

determinación de compuestos citostáticos más aplicadas. Por otro

lado, frente a las técnicas de separación, se observa que la

cromatografía de gases ha sido desplazada en favor de la

cromatografía líquida, ya que evita la derivatización de las

muestras, para conseguir la volatilización de los analitos.

- De las técnicas de extracción aplicadas hasta la fecha para

compuestos citostáticos en muestras acuosas, la extracción en fase

sólida (SPE) es la técnica más empleada. Se usan diferentes tipos de

cartuchos, pero en general, el cartucho Oasis HLB es el más

utilizado para la extracción de mezclas de compuestos de matrices

medioambientales.

- Para la extracción en muestras sólidas, la bibliografía es escasa. En

los trabajos publicados se ha empleado la Extracción por

Ultrasonidos (UAE) y la Extracción con líquidos presurizados (PLE).
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De acuerdo con nuestra revisión, las concentraciones encontradas en 

los efluentes de aguas residuales hospitalarias están en el orden de los 

µgL-1, mientras que en aguas residuales de las estaciones depuradoras de 

aguas residuales, aguas superficiales y aguas de ríos, están en torno a los 

ngL-1. 

Cabe destacar que muchos de los trabajos se han orientado hacia la 

extracción de un mayor número de compuestos, con la mejor 

recuperación posible y en el menor tiempo. Por otro lado, se observa que, 

en muchos trabajos, los compuestos citostáticos no son detectados en el 

medio, probablemente porque sufren algún tipo de transformación o son 

excretados por los pacientes en forma de metabolitos. Es por eso que los 

trabajos más recientes se centran, también, en la búsqueda de 

metabolitos y productos de transformación.  

Este trabajo fue publicado en la revista Trends in Analytical Chemistry 

en 2016, la cual se encontraba en el primer cuartil y tenía un IF=8.442 ese 

año. 
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CAPÍTULO 2: OBJETIVOS 

Tal y como se ha descrito, la previsión del aumento de la incidencia del 

cáncer conllevará un mayor consumo de medicamentos que combatan 

esta enfermedad. La introducción de estos compuestos en el 

medioambiente tiene lugar, principalmente, a través de las estaciones 

depuradoras de aguas residuales, debido a su incompleta eliminación. 

Los compuestos citostáticos están presentes en el medio como una 

mezcla de sustancias en matrices ambientales complejas con muchas 

interferencias, por lo que se hace necesario el desarrollo de metodologías 

que permitan su determinación, a niveles traza.  

Si bien, el estudio de alguno de estos compuestos se ha realizado en 

muestras de aguas residuales, la mezcla de ellos no está tan bien 

documentada. Por otro lado, los estudios en muestras sólidas son 
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bastante escasos y se pretende aumentar el conocimiento en dicho 

campo.  

Las metodologías que se utilicen para su extracción, deben ser 

respetuosas con el medioambiente, deben ser rápidas y extraer la mayor 

cantidad de compuestos antineoplásicos a la vez y suficientemente 

sensibles para detectarlos a niveles de traza o ultratraza. El 

establecimiento de estos procedimientos beneficiará a la sociedad, ya que 

permitirá el monitoreo de los distintos compartimentos del 

medioambiente donde pueden estar presentes estos medicamentos. 

Por ello, el objetivo general de esta Tesis es aportar una visión amplia y 

consolidada del conocimiento sobre métodos de extracción y 

determinación que permitan estudiar la presencia y distribución de los 

compuestos citostáticos en el medioambiente. Para llevar a cabo este 

objetivo, es necesario el desarrollo y optimización de metodologías de 

análisis altamente sensibles y selectivas para la evaluación y 

monitorización de compuestos citostáticos en muestras 

medioambientales. En concreto, estudiaremos su presencia en efluentes 

de hospitales donde los pacientes son tratados con compuestos 

antineoplásicos, en aguas residuales y lodos procedentes de estaciones 

depuradoras de aguas residuales, así como agua de mar, sedimentos 

marinos y peces tomados o capturados en las proximidades de los 

emisarios submarinos. Se han seleccionado compuestos antineoplásicos 

de diferentes familias, ampliamente utilizados en el tratamiento contra los 

tipos de cáncer más comunes: 
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Tabla 2. Compuestos citostáticos seleccionados para la Tesis 

(información obtenida de chemicalize.org). 

Familia Compuesto Abreviatura Estructura 

Agentes alquilantes Ciclofosfamida CP 

Antimetabolitos 

Metotrexato MET 

5-fluorouracilo 5-FU

Gemcitabina GEM 
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Alcaloides vegetales 

Vinblastina VINB 

Vincristina VINC 

Etoposido ETO 
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Otros agentes 

antineoplásicos 

Tamoxifeno TAM 

Cisplatino Cis-Pt 

Carboplatino Car-Pt 

Oxaliplatino Oxa-Pt 

De acuerdo con lo expuesto, los objetivos específicos de esta Tesis 

Doctoral son:  
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I. Establecer las condiciones óptimas de separación cromatográfica 

mediante cromatografía líquida de ultra resolución (UHPLC) y 

acoplada para la detección de los compuestos antineoplásicos 

seleccionados, principalmente por espectrometría de masas en 

tándem (MS/MS).  

II. Optimizar e implementar una metodología basada en la extracción 

en fase sólida (SPE) para monitorizar compuestos antineoplásicos 

en muestras líquidas ambientales (aguas residuales y agua de mar). 

III. Desarrollar y optimizar un procedimiento basado en la técnica de 

microextracción por adsorción sobre tejidos químicamente 

modificados (FPSE) en muestras de aguas residuales. 

IV. Desarrollar y optimizar una metodología basada en la extracción en 

fase sólida para compuestos citostáticos de platino en muestras de 

aguas residuales y determinación por plasma acoplado 

inductivamente y espectrometría de masas (ICP-MS). 

V. Desarrollar y optimizar procedimientos de extracción de 

compuestos en matrices sólidas mediante la aplicación de la 

extracción asistida por microondas (MAE) en lodos procedentes de 

estaciones depuradoras de aguas residuales (EDAR) y sedimentos 

(arena). 

VI. Aplicar la extracción asistida por microondas (MAE) para la 

extracción de compuestos antineoplásicos de matrices biológicas. 

Se estudiarán los músculos y las vísceras de peces que se alimentan 

en las proximidades de emisarios submarinos.  
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3.1. Análisis simultáneo y sistemático de fármacos citostáticos 
en muestras de aguas residuales mediante cromatografía 
líquida de ultra resolución y espectrometría de masas en 
tándem 

Como ya hemos comentado, se prevé que el consumo de los 

compuestos citostáticos aumente en los próximos años. Son compuestos 

mutagénicos [88] frente a los cuales no se ha establecido una 

concentración mínima segura y pueden causar efectos adversos a los 

organismos que se encuentren en el agua por su exposición prolongada, 

aun estando en bajas concentraciones, por lo que se hace necesaria su 

monitorización en el medio ambiente.  

La principal fuente de entrada al medio es a través de las aguas 

residuales, tanto de hospitales, donde los pacientes son tratados y, a 

veces, ingresados, como la de las casas de pacientes que han salido del 

hospital después del tratamiento, o, incluso, muchos de ellos son tratados 

en casa. Las estaciones depuradoras de aguas residuales actuales están 

diseñadas para reducir la carga de materia orgánica, pero no para la 

eliminación de este tipo de compuestos químicos, los cuales pueden ser 

detectados en los efluentes y, en algunos trabajos, hasta en aguas de rio 

[17]. 

El objetivo de este trabajo fue estudiar la presencia y distribución de 

compuestos citostáticos en las aguas residuales y el agua de mar próxima 

a los emisarios submarinos. Para ello, la extracción de los compuestos se 

llevó a cabo mediante la extracción en fase sólida (SPE) seguida por su 

determinación por cromatografía líquida de ultra resolución acoplada a la 

espectrometría de masas en tándem (UHPLC-MS/MS). 
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La SPE es una de las técnicas más empleadas para la extracción y 

preconcentración de contaminantes emergentes en muestras 

ambientales. Existen, principalmente, cuatro compañías que comercializan 

estos cartuchos con sorbentes poliméricos similares (C18 de fase reversa) 

pero con ciertas variaciones que hace que sea necesario la selección 

adecuada del cartucho para la mezcla de compuestos que se pretende 

analizar. En el caso de los medicamentos contra el cáncer, existen 

diferentes familias de citostáticos con diferentes estructuras y 

propiedades que se usan dependiendo del tipo de cáncer a tratar y, en 

ocasiones, combinaciones de ellos para un mismo cáncer. Por tanto, es 

necesario seleccionar el cartucho adecuado para la mezcla de compuestos 

y optimizar adecuadamente las condiciones de extracción. 

Se realizó una optimización de SPE comparando los cuatro cartuchos 

comerciales de diferentes características que son los más usados para la 

extracción de contaminantes emergentes en muestras ambientales (Bond 

Elut, Isolute ENV+, Oasis HLB y Strata-X). Se seleccionaron ocho 

compuestos citostáticos de diferentes familias ampliamente utilizados en 

quimioterapia (ETO, VINB, GEM, 5-FU, MET, TAM, CP y VINC). Se realizó un 

diseño experimental con cada uno de los cartuchos estudiando las 

variaciones producidas en el rendimiento de la extracción al modificar el 

pH, la fuerza iónica y el volumen de muestra con el objetivo de encontrar 

el cartucho más idóneo y las mejores condiciones de extracción para la 

mezcla de compuestos seleccionada. Como resultado, se obtuvieron dos 

procedimientos de SPE, uno con cartuchos Oasis HLB para aguas 

residuales y otro con cartuchos Bond Elut para agua de mar. 
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Una vez optimizadas las condiciones de extracción se obtuvo un 

método reproducible, con desviaciones de reproducibilidad entre el 4 – 

15% y variaciones de repetibilidad entre 6 – 16% para todos los 

compuestos estudiados a distintas concentraciones. Se obtuvieron 

recuperaciones en las distintas aguas analizadas (influente y efluente de 

depuradoras y agua de mar) entre 50 – 150% dependiendo de la matriz, el 

compuesto y la concentración. Finalmente, se obtuvieron límites de 

detección entre 2 – 104 ng·L-1 en influentes, 3 – 78 ng·L-1 en efluentes y 1 – 

5 ng·L-1 en agua de mar. 

Para comprobar la aplicabilidad del método desarrollado, se tomaron 

muestras en unos de los principales hospitales de la isla, en cuatro 

estaciones depuradoras de diferentes zonas de la isla, con distintos 

tratamientos de depuración, y en tres emisarios submarinos de las tres 

depuradoras de mayor volumen analizadas, en un monitoreo trimestral 

durante dos años. Con este estudio se pretende contribuir, no solo al 

conocimiento de la presencia y distribución de estos compuestos en aguas 

residuales, sino también al conocimiento existente sobre su eliminación 

bajo diferentes tratamientos.  

Se detectaron cuatro compuestos en aguas residuales de hospital: 

ETO, en concentraciones entre 375.8 y 619.9 ng·L-1, CP a 1218 ng·L-1, VINC 

a 1851 ng·L-1 y VINB a 1835 ng·L-1 detectándose, por primera vez, el 

compuesto vinblastina en aguas residuales hospitalarias. 

 Respecto a las aguas residuales de las EDARs, se detectaron los 

compuestos ETO y CP. Las concentraciones de ETO a la entrada de la 

depuradora fueron relativamente altas (de hasta 5141 ng·L-1). Sin 
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embargo, no se detectó a la salida, lo que podría significar que el 

compuesto podría sufrir degradación. La CP, por el contrario, se detecta 

únicamente en la salida (hasta 91.25 ng·L-1) debido, probablemente, a que 

el efecto matriz en la entrada es mayor y la señal se pierde entre las 

interferencias. Estos resultados indican que los tratamientos 

convencionales no son adecuados para la eliminación total de estos 

compuestos en las aguas residuales. Por último, en los emisarios 

submarinos, no se detectaron ninguno de los compuestos, probablemente 

por el factor de dilución. 

Este trabajo fue publicado en la revista Journal of Chromatography B 

en 2019, la cual se encontraba en el segundo cuartil y tenía un IF=2.813 en 

el año 2018. 



CAPÍTULO 3: PARTE EXPERIMENTAL Y RESULTADOS 

98 



CAPÍTULO 3: PARTE EXPERIMENTAL Y RESULTADOS 

99 



CAPÍTULO 3: PARTE EXPERIMENTAL Y RESULTADOS 

 
100 

 



CAPÍTULO 3: PARTE EXPERIMENTAL Y RESULTADOS 

101 



CAPÍTULO 3: PARTE EXPERIMENTAL Y RESULTADOS 

102 



CAPÍTULO 3: PARTE EXPERIMENTAL Y RESULTADOS 

 
103 

 



CAPÍTULO 3: PARTE EXPERIMENTAL Y RESULTADOS 

104 



CAPÍTULO 3: PARTE EXPERIMENTAL Y RESULTADOS 

105 



CAPÍTULO 3: PARTE EXPERIMENTAL Y RESULTADOS 

106 



CAPÍTULO 3: PARTE EXPERIMENTAL Y RESULTADOS 

107 

3.2. Optimización de un método de Extracción por Adsorción 
sobre Tejidos Químicamente Modificados acoplado a 
cromatografía líquida de ultra resolución en tándem con 
espectrometría de masas para la determinación de 
residuos de medicamentos citostáticos en aguas 
ambientales 

Como ya se ha comentado en la introducción de esta Tesis Doctoral, 

debido a las bajas concentraciones a la que se detectan los compuestos 

citostáticos en las muestras ambientales, es necesario el uso de técnicas 

de extracción y preconcentración previas a su determinación. 

Tradicionalmente, esta extracción y preconcentración se ha realizado 

mediante SPE pero como ya se ha discutido, se trata de una técnica cuyo 

principal inconveniente es el tiempo de extracción que conlleva, además 

de la cantidad de muestra necesaria para la extracción y el consumo de 

disolventes orgánicos.  

Tratando de buscar alternativas viables, los investigadores se centran 

en el desarrollo de nuevas técnicas de extracción, más beneficiosas para el 

medioambiente (principalmente, por el menor consumo de disolventes), 

que simplifiquen el proceso de extracción. Siguiendo estos principios, los 

investigadores Abuzar Kabir y Kenneth G. Furton desarrollaron un 

procedimiento de microextracción con el nombre de “Extracción por 

Adsorción sobre Tejidos Químicamente Modificados” (FPSE) [89].  

Esta técnica de microextracción consiste en un tejido de 2.5 x 2 cm 

recubierto con disolventes orgánicos-inorgánicos de alta eficiencia, que se 

pone en contacto directamente con la muestra durante un tiempo 

determinado, siendo 60 minutos en esta aplicación. Pasado este tiempo, 

el tejido se extrae de la muestra y se pone en contacto con el disolvente 
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orgánico adecuado para su elución. El tiempo de elución, en esta ocasión, 

fue de 5 minutos usando tan solo 1 mL de metanol, por lo que el extracto 

pudo ser inyectado directamente en el sistema cromatográfico. La Figura 5 

muestra un esquema simplificado de la técnica: 

Figura 5. Extracción por Tejidos Químicamente Modificados 

Hasta la fecha de publicación de este artículo, no se había aplicado 

ninguna técnica de microextracción para la extracción y preconcentración 

de compuestos citostáticos. En este trabajo se aplica, por primera vez, un 

procedimiento de microextracción en la extracción de compuestos 

citostáticos en aguas residuales. 

Para ello, en primer lugar, se probó la capacidad de adsorción de seis 

tejidos distintos para la mezcla de compuestos citostáticos seleccionados. 

Se eligió el tejido que adsorbía la mayor cantidad de compuestos en 

mayor proporción y, a partir de ahí, se comenzó la optimización de todos 

los parámetros que afectan al proceso de absorción/desorción mediante 

un diseño experimental. Se seleccionaron las cuatro variables que podrían 

afectar en mayor medida a la extracción: tiempo de extracción, pH, 

volumen de muestra y tiempo de desorción. Se analizaron a dos niveles 

(24). Seleccionadas las dos variables cuya combinación afectaba en mayor 
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medida el proceso de extracción, pH de la muestra y tiempo de extracción, 

se realizó un segundo diseño experimental a tres niveles (32). Finalmente, 

se establecieron las condiciones óptimas de extracción: 10mL de muestra 

con un 0% de NaCl para modificar la fuerza iónica, puestos en contacto 

con el tejido durante 60 minutos a 1000 rpm y eluídos con 1mL de 

metanol durante 5 minutos. Debido a las propiedades físico-químicas de 

los compuestos, se tuvieron que seleccionar dos pHs diferentes para el 

volumen de muestra:  pH = 8 para ETO, CP y TAM y pH = 10 para VINB y 

VINC. 

En estas condiciones, mediante esta técnica podemos extraer cinco 

compuestos citostáticos ampliamente utilizados en terapias contra el 

cáncer (ETO, CP, VINC, VINB y TAM) de manera reproducible (con 

desviaciones estándar menores al 12%) y alcanzando límites de detección 

de entre 0.2 hasta 80 ng·L-1, equiparables a aquellos logrados con técnicas 

de extracción exhaustivas como la SPE y recuperaciones relativas 

superiores al 40%. Además, el efecto matriz observado varía entre 30% de 

supresión de señal y 40% de aumento de señal, lo cual es menor al 

obtenido cuando se trabaja con cartuchos de SPE y compuestos con 

propiedades y características muy diferentes como son los compuestos 

citostáticos.  

Los medicamentos citostáticos se administran, en muchas ocasiones, 

en los hospitales. Aunque cada vez se tiende más a que los pacientes 

reciban el tratamiento en casa, o se vayan a casa poco después de recibir 

el tratamiento, los hospitales siguen siendo una importante fuente de 

entrada de este tipo de compuestos en el medio ambiente. Por ese 

motivo, este método de microextracción se aplicó, una vez optimizado, 
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tanto a muestras de aguas residuales procedentes de la EDAR de Las 

Palmas de Gran Canaria, como a aguas residuales de uno de los principales 

hospitales de la isla.  

Por último, tras la aplicación del método a muestras de aguas 

residuales de distinto origen (EDAR y hospital), se detectó concentraciones 

de 2.6 µg·L-1 de ETO en el efluente del hospital, pero ningún compuesto 

fue detectado en la EDAR estudiada. 

Este artículo fue publicado en la revista Journal of Chromatography A 

en 2017, la cual se encontraba en el primer cuartil y tenía un IF=3.716 ese 

mismo año.  
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3.3. Determinación de compuestos citostáticos de platino en 
aguas residuales por ICP-MS después de su extracción por 
intercambio iónico 

Los compuestos citostáticos de platino son de los medicamentos 

contra el cáncer más ampliamente utilizados [90]. Son compuestos que 

pueden causar efectos adversos en organismos acuáticos a muy bajas 

concentraciones [24,26] pero, a su vez, no están bien estudiados en 

matrices medioambientales. La mayoría de los trabajos se han centrado 

en su determinación en efluentes de hospitales, pero no en EDARs. 

Creemos que esta falta de estudios se debe a que no se han 

optimizado métodos de extracción y preconcentración adecuados, ya que 

se trata de compuestos altamente polares que no pueden ser extraídos 

con los cartuchos convencionales de SPE. Por este motivo, se decidió 

aplicar un enfoque diferente utilizando cartuchos de SPE de intercambio 

iónico para su extracción y su posterior determinación por plasma 

acoplado inductivamente con espectrometría de masas (ICP-MS). 

Se preparó una mezcla de los tres compuestos citostáticos de platino 

más utilizados (Cis-Pt, Car-Pt y Oxa-Pt). En primer lugar, se realizó un 

diseño experimental donde se estudiaron las variables que podrían afectar 

a la extracción: pH, fuerza iónica y volumen de muestra, a dos niveles, en 

los cuatro tipos de cartuchos de intercambio iónico comerciales, esto es, 

intercambio aniónico fuerte y débil e intercambio catiónico fuerte y débil. 

Se encontró que el cartucho de intercambio aniónico fuerte era el único 

capaz de retener los compuestos citostáticos de platino. Se fijaron, por 

tanto, como condiciones más idóneas pH=3, fuerza iónica = 0% y 250mL 

de muestra. 
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Una vez hemos logrado retener los compuestos en el cartucho, se 

realizaron diferentes ensayos para su elución con diferentes disolventes 

(agua Milli-Q, acetonitrilo (ACN) y MeOH con diferentes porcentajes de 

NH3), encontrando como disolvente más adecuado 5mL de metanol con 

un 10% de NH3  

Se obtuvieron unos valores de efecto matriz muy bajos (inferiores al 

24%) que, como hemos visto, es uno de los principales inconvenientes en 

la extracción de micro-contaminantes de muestras de aguas residuales. 

Hemos obtenido una buena reproducibilidad y repetividad con 

desviaciones inferiores al 15% y un LOQ de 0.74 ng·L-1. 

Debido a la presencia de materia orgánica en las muestras de aguas 

residuales se tuvo que realizar una elución en dos etapas: 1) 5mL de agua 

Milli-Q (con un 5% NH3) y 5mL de metanol (con un 5% HCOOH) y 2) 5mL 

de metanol (con un 10% NH3). De esta forma se obtuvo una recuperación 

relativa en agua residual entre el 47% y el 90% 

 El procedimiento aquí optimizado es el primer procedimiento validado 

para la extracción de compuestos citostáticos de platino de aguas 

residuales. Este procedimiento se aplicó en muestras de aguas residuales 

tomadas en uno de los principales hospitales de la isla y en muestras de 

aguas residual tomadas a la entrada y a la salida de la EDAR de la ciudad 

de Las Palmas de Gran Canaria. Los muestreos se realizaron durante 1 año 

cada 3 meses. Se detectaron concentraciones de CPCs en todas las 

muestras analizadas, encontrándose las concentraciones más altas a la 

salida del hospital, entre 81.94 – 13913 ng·L-1 e inferiores en la estación 
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depuradora, donde las concentraciones se encontraban entre 3.97 – 75.79 

ng·L-1. 

Los resultados de este estudio han sido enviados para su consideración 

como publicación a la revista Journal of Analytical Atomic Spectrometry, la 

cual se situaba en el primer cuartil y con un IF=3.646 en el año 2018. 
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3.4. Compuestos citostáticos en lodos y sedimentos extraídos 
mediante extracción asistida por microondas y 
determinación por UHPLC-MS/MS 

La mayoría de los trabajos relacionados con la determinación de 

compuestos antineoplásicos en muestras ambientales se han realizado 

sobre muestras de aguas residuales, por lo que la información sobre la 

presencia de estos compuestos en muestras sólidas es muy escasa. En los 

trabajos publicados, se han detectado concentraciones de CP en lodos 

[65], CP e IF en lodos [66] y bicalutamida, doxifluridina y TAM en 

sedimentos [64]. 

El objetivo de este trabajo es contribuir al conocimiento sobre la 

presencia de compuestos antineoplásicos en lodos y sedimentos. Para 

ello, hemos optimizado un procedimiento de extracción basado en la 

extracción asistida por microondas (MAE), ya que ha demostrado ser 

efectiva en la extracción de micro-contaminantes de muestras sólidas, 

seguido de su posterior determinación mediante UHPLC-MS/MS [91]. En 

esta ocasión, la mezcla de compuestos seleccionada contiene VINB, VINC, 

GEM, MET, 5-FU, ETO, CP y TAM. 

Se desarrolló un diseño experimental con todas las variables que 

podrían afectar el proceso de extracción: tiempo y temperatura de 

extracción, tipo y volumen de disolvente, y cantidad de muestras. Los 

resultados obtenidos mostraron que la temperatura y el tiempo de 

extracción no eran variables que afectasen en gran medida el proceso de 

extracción. El disolvente más adecuado debía ser metanol y que un 

volumen mayor favorecía la extracción al igual que una cantidad de 

muestra menor. Pese a que los lodos y los sedimentos son matrices 
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diferentes, el resultado del diseño experimental fue el mismo para ambas 

matrices. Por tanto, se eligieron como condiciones más adecuadas 5 

minutos de tiempo de extracción a 60°C, utilizando 50mg de muestra y 

14mL de metanol. 

La extracción de los compuestos 5-FU y MET no se pudo lograr en 

ninguna de las matrices, quizás debido a su polaridad y a que se ven muy 

perjudicados por el efecto matriz. Los compuestos VINB y VINC al reducir 

la concentración para evaluar los parámetros analíticos, no se pudieron 

detectar.  

La recuperación en lodos fue mejor que en sedimentos, llegando a 

extraer cuatro compuestos citostáticos (ETO, GEM, CP y TAM) con 

recuperaciones de entre el 65 – 122% a las concentraciones seleccionadas 

(0.5 ng·g-1, 1 ng·g-1 y 2 ng·g-1). En sedimentos, el compuesto ETO se extrajo 

con baja recuperación (10 – 23%), mientras que para los otros 

compuestos, las recuperaciones obtenidas variaron entre el 49 – 109%. En 

relación al efecto matriz, en general, fue menor en sedimentos que en 

lodos, excepto para el compuesto GEM, que tiene una importante 

supresión de la señal en ambas matrices. En relación a la desviación de la 

reproducibilidad y repetibilidad, estas fueron inferiores al 15% y 18%, 

respectivamente. 

Finalmente, el procedimiento se aplicó a muestras de sedimentos 

tomadas en las proximidades de tres emisarios submarinos de tres EDARs 

de Gran Canaria diferentes y a lodos procedentes de la EDAR de Las 

Palmas de Gran Canaria. Los muestreos se realizaron cada 3 meses 

durante 2 años. No se llegaron a detectar ninguno de los compuestos 
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analizados, probablemente debido a que su concentración era muy baja y 

estaba por debajo del límite de detección.  

Los resultados de este estudio han sido enviados para su consideración 

como publicación a la revista Analytical and Bioanalytical Chemistry, la 

cual se encontraba en el primer cuartil con un IF=3.286 en el año 2018. 
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3.5. Extracción asistida por microondas para la determinación 
de compuestos antineoplásicos en peces de mar 

La descarga de aguas depuradas tratadas se produce, en la mayoría de 

los casos, en ríos y/o mares. Estas aguas depuradas, pese a su 

tratamiento, son una fuente de nutrientes que atraen a los peces a 

alimentarse en las cercanías de los emisarios submarinos, las cuales, pese 

a cumplir con la normativa actual, contienen muchos contaminantes 

emergentes. En la bibliografía existente, se señala, que la eliminación de 

compuestos citostáticos resulta insuficiente. En trabajos previos, se han 

observado concentraciones de hasta 13.1 µg·L-1 de CP [51] y 58 ng·L-1 de 

TAM [50] en estaciones depuradoras de aguas residuales, los cuales 

podrían ser absorbidos por los peces que se alimentan en aguas cercanas 

al emisario y entrar en la cadena trófica.  

La presencia de estos compuestos en el medioambiente es, de por sí 

preocupante, pero ésta se ve acrecentada si consideramos sus posibles 

efectos sobre los organismos acuáticos. 

Con esta hipótesis de trabajo, se plantea la optimización de un método 

de extracción y determinación de estos compuestos citostáticos en peces 

que vivan y se alimentan en las proximidades de los emisarios submarinos. 

Se comentó anteriormente que la bibliografía relacionada con la 

extracción de compuestos antineoplásicos en muestras sólidas es bastante 

escasa. Únicamente se ha realizado sobre lodos, compost y sedimentos y, 

principalmente, con ultrasonidos o líquidos presurizados. Las 

metodologías referentes al análisis de muestras biológicas presentan una 

problemática propia derivada del propio origen de la muestra. Los tejidos 
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biológicos poseen grandes cantidades de lípidos y proteínas, lo cual puede 

complicar enormemente el análisis de estas muestras.   

En este trabajo, hemos optimizado una metodología de extracción 

asistida por microondas (MAE), que resulta ser rápida, consume poca 

cantidad de disolvente y requiere menos cantidad de muestra que otros 

métodos. 

La optimización se realizó mediante un diseño experimental en el que 

se estudiaron las variables que afectan al proceso de extracción (tiempo, 

temperatura de extracción, volumen de disolvente y cantidad de muestra) 

obteniendo, en las condiciones óptimas, un procedimiento capaz de 

extraer, simultáneamente, 12 muestras, usando 50mg de muestra en cada 

vaso, 7mL de metanol y 5 minutos de extracción a 55°C. Posteriormente, 

los extractos pasaron por un cartucho de eliminación de fosfolípidos y 

proteínas, se secaron con nitrógeno y se reconstituyeron en 1mL de 

metanol. El análisis de los extractos se realizó mediante el sistema de 

UHPLC-MS/MS.  

La optimización se realizó en muestras de boga (Boops boops). En 

condiciones óptimas, dos compuestos ampliamente utilizados en 

quimioterapia, CP y TAM, fueron extraídos con recuperaciones entre el 74 

– 122%, alcanzado límites de detección de 1.3 y 0.8 ng·g-1,

respectivamente. Los compuestos VINB y VINC fueron extraídos con 

recuperaciones entre el 53 – 112%, logrando un límite de detección de 46 

y 536 ng·g-1, respectivamente.  
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Para la aplicación y validación del método de extracción, se capturaron 

peces situados en distintos niveles de la cadena trófica (Sphoeroides 

marmoratus, Boops boops y Sphyraena viridensis), de los cuales, los dos 

últimos son considerados como alimento en Canarias [92], en las 

proximidades de tres emisarios submarinos alrededor de la isla de Gran 

Canaria. Estos muestreos también se realizaron durante dos años cada 

tres meses. 

El método fue aplicado en diferentes tejidos de peces, en músculo y 

vísceras. Este estudio de tejidos por separado buscaba evaluar la 

distribución de los compuestos estudiados en un mismo organismo y ver 

su posible acumulación. En los diferentes tejidos analizados no se detectó 

la presencia de compuestos antineoplásicos, por lo que para comprobar la 

aplicabilidad del método se contaminó músculo y vísceras de los otros dos 

peces capturados (Sphoeroides marmoratus y Sphyraena viridensis) con CP 

y TAM a una concentración de 0.5 µg·g-1. En todos los casos, la 

recuperación se mantuvo entre el 75 y el 124%, comprobando que el 

método optimizado es válido para distintas especies de peces y tejidos. 

Hasta la fecha, solo se ha realizado este estudio referente a la 

acumulación de compuestos citostáticos en peces. Como se ha 

mencionado, Boops boops y Sphyraena viridensis, son considerados como 

alimento en Canarias, por lo que la población humana puede quedar 

expuesta a través de la alimentación a los compuestos citostáticos. 

Este trabajo fue publicado en la revista Journal of Food Composition 

and Analysis en 2019, la cual se encontraba en el segundo cuartil con un 

IF=2.994 en el año 2018. 
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CAPÍTULO 4: CONCLUSIONES 

De los estudios realizados en la presente Tesis Doctoral, e incluidos en 

esta Memoria, se pueden extraer las siguientes conclusiones:  

A. Ha sido necesario el desarrollo de diversas metodologías de análisis de

compuestos citostáticos basadas en diferentes técnicas extracción y

determinación mediante cromatografía líquida de ultra resolución

acoplada a espectrometría de masas (UHPLC-MS/MS) en muestras de

diferente naturaleza (sólidas y líquidas).

B. Para la optimización y desarrollo de las metodologías de extracción y

preconcentración para el análisis de muestras de agua se optó por el

uso de técnicas de microextracción y por la extracción en fase sólida,

concluyendo que:
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I. La extracción en fase sólida ofrece una mejor preconcentración 

debido a que permite el uso de volúmenes de muestra 

superiores. Se obtuvo, en esta ocasión, límites de detección de 

entre 1 – 104 ng·L-1 para los compuestos estudiados en las 

diferentes matrices líquidas. Se obtuvo una buena recuperación 

y bajas desviaciones. Sin embargo, el efecto matriz afectaba 

considerablemente la determinación de los compuestos 

estudiados. 

II. El uso de nuevas metodologías de extracción miniaturizadas 

permitió la extracción y preconcentración de cinco compuestos 

citostáticos de muestras de aguas residuales. La extracción es 

más rápida que con técnicas más convencionales como la SPE, 

ofreció una buena repetividad y reproducibilidad, 

recuperaciones relativas superiores al 40% y un efecto matriz 

menor al observado con SPE. Se obtuvieron límites de detección 

adecuados para el estudio de dichos compuestos en muestras 

de aguas residuales, sin embargo, el factor de preconcentración 

obtenido fue de 10, menor que el obtenido en SPE (250). 

III. La extracción en fase sólida con cartuchos de intercambio iónico 

resultó ser la forma más adecuada para la extracción y 

preconcentración de compuestos citostáticos de platino (CPCs) 

que no se había podido realizar hasta la fecha. Se obtuvo 

recuperación relativa entre 47 – 90% en aguas residuales y una 

absorción de los CPCs en los cartuchos del 45%, encontrando 

como mayor inconveniente la retención de los compuestos en el 

cartucho. 
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C. Para la optimización y desarrollo de las metodologías de extracción y

preconcentración para el análisis de muestras sólidas se optó por el

uso de la extracción asistida por microondas, ya que:

I. Con esta técnica, hemos sido capaces de extraer cuatro

compuestos antineoplásicos, simultáneamente, en lodos y

sedimentos. Para la mayoría de los compuestos, en ambas

matrices, el LOD se mantuvo por debajo de ng·g-1.

II. Se ha demostrado que es una técnica adecuada para la

extracción de compuestos antineoplásicos en tejidos de peces.

Los LODs variaron según los compuestos, pero se mantuvieron

en el rango de ng·g-1, siendo válidos para el estudio de peces

que pudieran estar contaminados. Además, el método demostró

ser aplicable para distintos tipos de peces.

III. Se caracteriza por ser una técnica rápida (extracciones de 5

minutos), que ofrece buena reproducibilidad y repetitividad, así

como buenas recuperaciones con una cantidad pequeña de

muestra.

D. De la optimización y desarrollo de metodologías de separación y

determinación:

I. La cromatografía líquida de ultra resolución (UHPLC)

proporciona una adecuada separación de los diferentes

compuestos citostáticos para su determinación. Sin embargo,

debido a la polaridad de los mismos, se hace necesario el uso de

columnas C18 modificadas que puedan retener compuestos muy
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polares. Aun así, no se pudo retener los compuestos citostáticos 

basados en platino; para ellos sería necesario emplear otro tipo 

de columna como HILIC. 

II. La espectrometría de masas de triple cuadrupolo (TQ-MS) 

ofreció una alta sensibilidad a los compuestos estudiados, que 

pudieron ser detectados a niveles de ng·L-1.  

III. El uso de la técnica de plasma acoplado inductivamente con 

espectrometría de masas (ICP-MS) resultó ser la forma más 

adecuada para la determinación de compuestos citostáticos de 

platino. El platino tiene cinco isótopos y la abundancia relativa 

del mayor de ellos es del 33%, por lo que su determinación por 

MS/MS resulta complicada, ya que al seleccionar un valor m/z 

determinado perdemos bastante información.  

E. De la aplicación de las metodologías: 

I. Se han detectado por primera vez compuestos citostáticos en 

las aguas residuales de Canarias.  

II. Las concentraciones fueron más altas en efluentes de hospitales 

donde se detectaron concentraciones de ETO de 375.8 hasta 

2600 ng·L-1, de CP de 1218 ng·L-1, de VINC de 1851 ng·L-1 y por 

primera vez se detectó VINB en aguas residuales a una 

concentración de 1835 ng·L-1. Igualmente se detectaron 

concentraciones de entre 81.94 – 13913 ng·L-1 de CPCs en las 

aguas residuales hospitalarias.  
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III. Se estudiaron hasta cuatro EDARs diferentes dónde se detectó

el compuesto ETO, siempre en la entrada, con concentraciones

de entre 874.9 ng·L-1 hasta 5141 ng·L-1. La CP, por el contrario,

únicamente se detecta en las salidas de la EDAR de la ciudad, y

no en la entrada, a concentraciones entre 55.94 y 91.25 ng·L-1.

De igual forma, la concentración de CPCs fue superior a la salida

de la depuradora, con concentraciones entre 56,08 – 75,79

ng·L-1, que en la entrada, con concentraciones entre 38,68 –

3,97 ng·L-1. Pese a detectarse diferentes concentraciones de

compuestos citostáticos en los efluentes de las EDARs, no se

detectaron en aguas de mar tomadas en los emisarios

submarinos probablemente debido al factor de dilución.

IV. En relación a muestras sólidas, la aplicación del método de

extracción asistida por microondas a lodos procedentes de la

EDAR de Las Palmas de Gran Canaria no dio resultados positivos.

Tampoco se detectaron concentraciones de compuestos

citostáticos en los sedimentos tomados en los emisarios

submarinos ni en los peces capturados en las proximidades de

los emisarios submarinos. Se trata de unos compuestos con una

aplicación muy concreta por lo que su uso es menor al de otros

contaminantes emergentes y probablemente, si estuviesen en

las matrices sólidas estudiadas, estarían por debajo del límite de

cuantificación.
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CHAPTER 4: CONCLUSIONS 

From the studies carried out in this Doctoral Thesis, and included in 

this Report, the following conclusions can be drawn: 

A. It has been necessary to develop various methodologies for the

analysis of cytostatic compounds based on different extraction

and determination techniques using ultra-high performance

liquid chromatography tandem mass spectrometry UHPLC-

MS/MS in samples of different nature (solid and liquid).

B. For the optimization and development of extraction and

preconcentration methodologies for the analysis of liquid

samples we used solid phase extraction and one microextraction

technique, concluding that:

I. Solid phase extraction offered better preconcentration

because it allowed the use of higher sample volumes. In this
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work, limits of detection ranging from 1 – 104 ng·L-1 were 

obtained for the compounds studied in the different liquid 

matrix. A good recovery and low deviations were also 

obtained. However, the matrix effect affected significantly the 

determination of the compounds studied. 

II. The use of new miniaturized extraction methodologies

allowed the extraction and preconcentration of five cytostatic

compounds from wastewater samples. The extraction was

faster than with more conventional techniques such as SPE, it

offered good repeatability and reproducibility, relative

recoveries greater than 40% and a matrix effect lower than

SPE. However, the preconcentration factor obtained was 10,

lower than that obtained in SPE (250). Appropriate detection

limits were obtained for the study of the already mentioned

compounds in wastewater samples.

III. Solid phase extraction with ion exchange cartridges proved to

be the most suitable way for the extraction and

preconcentration of cytostatic platinum compounds (CPCs)

that had not been possible to date. Relative recovery

between 47-90% in wastewater and an absorption of the

CPCs of 45% in cartridges was obtained, finding the retention

of the compounds in the cartridge as a major drawback.

C. For the optimization and development of extraction and

preconcentration methodologies for solid sample analysis, the

use of microwave-assisted extraction was chosen, since:
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I. With this technique, we have been able to extract four

antineoplastic compounds, simultaneously, in sludge and

sediment. For most of the compounds, in both matrices, the

LOD remained below ng·g-1.

II. It has proven to be a suitable technique for the extraction of

antineoplastic compounds in fish tissues. The LODs varied

according to the compounds, but remained in the range of

ng·g-1, being valid for the study of fish that could be

contaminated. In addition, the method demonstrated to be

applicable for different types of fishes.

III. It is characterized by being a rapid technique (5 minute

extractions), which offers good reproducibility and

repeatability, as well as good recoveries with a small amount

of sample.

D. On the optimization and development of separation and

determination methodologies:

I. Ultra-High Resolution Liquid Chromatography (UHPLC)

provided adequate separation of the different cytostatic

compounds for its determination. However, due to their

polarity, it was necessary to use modified C18 columns that

could retain very polar compounds. Even so, the platinum-

based cytostatic compounds could not be retained; for them

it would be necessary to use another type of column such as

HILIC.
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II. Triple quadrupole mass spectrometry (TQ-MS) offered high 

sensitivity to the compounds studied, which could be 

detected at levels of ng·L-1. 

III. The use of inductively coupled plasma with mass 

spectrometry (ICP-MS) proved to be the most suitable form 

for the determination of cytostatic platinum compounds. 

Platinum has five isotopes and the relative abundance of the 

greatest of them is about 33%, so its determination by 

MS/MS was complicated, because selecting a given m/z value 

we may have lost a lot of information. 

E. On the application of the methodologies: 

I. Cytostatic compounds have been detected for the first time in 

the wastewater of the Canary Islands. 

II. The concentrations were higher in hospital effluents where 

ETO concentrations of 375.8 to 2600 ng·L-1, CP of 1218 ng·L-1, 

VINC of 1851 ng·L-1 were detected and, for the first time, VINB 

was detected in wastewater at a concentration of 1835 ng·L-1. 

Likewise, concentrations between 81.94 - 13913 ng·L-1 of CPCs 

were determined in hospital wastewater. 

III. Up to four different WWTPs were studied where the ETO 

compound was detected, always at the entrance, with 

concentrations ranging between 874.9 ng·L-1 to 5141 ng·L-1. 

The CP, on the other hand, was detected only at the effluent 

of the WWTP, but not at the entrance, at concentrations 
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between 55.94 and 91.25 ng·L-1. Similarly, the concentration 

of CPCs was higher in the effluent of the WWTP, with 

concentrations between 56.08 – 75.79 ng·L-1, than at the 

influent, with concentrations between 38.68 – 3.97 ng·L-1. 

Although different concentrations of cytostatic compounds 

were detected in the effluents of WWTPs, they were not 

detected in seawater taken in submarine outfalls, probably 

due to the dilution factor. 

IV. In relation to solid samples, the application of the microwave

assisted extraction (MAE) method to sludge from the WWTP

of Las Palmas de Gran Canaria did not give positive results.

Nor were concentrations of cytostatic compounds detected in

the sediments and fishes taken near submarine outfalls.

These are compounds with a very specific application so their

use is lower than other emerging pollutants and probably, if

they were present in the solid matrix studied, they would be

below the limit of quantification.
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ANEXO I. Acrónimos 

Abreviatura Nombre 

4-OH-TAM 4-hidroxi-tamoxifen

5-FU 5-Fluoracilo

AZA Azacitidina 

CAP Capecitabina 

CARBO Carbozantinib 

Car-Pt Carboplatino 

CE Electroforesis capilar 

CG Cromatografía de gases 

CHLO Clorambucilo 

Cis-Pt Cisplatino 

CL Cromatografía líquida 

CP Cliclofosfamida 

CPE Extracción por punto de nube 

CYT Citarabina 

DAD Detector de matriz de diodo 

DAU Daunorobicina 

dFdU Difluorodeoxyuridina 

DLLME Microextracción por dispersión líquido-líquido 

DOC Docetaxel 

DOX Doxorubicina 

EDAR Estación depuradora de aguas residuales 

EPI Epirubicina 

ERLO Erlotinib 

ESI Ionización por Electrospray 

ETO Etoposido 

FD Detector de fluorescencia 

FPSE Extracción por Adsorción sobre Tejidos Químicamente Modificados 

GEM Gemcitabina 

HILIC Columnas de interacción hidrófila 

ICP Plasma acoplado inductivamente 

IDA Herramienta de adquisición de información 

IF Ifosfamida 

ILC Compuesto marcados isotópicamente 

IMA Imatinib 

IRI Irinotecan 

LLE Extracción Líquido-Líquido 
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LOD Límite de detección 

LOQ Límite de cuantificación 

MAE Extracción Asistida por Microondas 

MELP Melfalán 

MET Metotrexato 

MIT Mitomycin 

MMC Matrix Match Calibration 

MS Espectrometría de masas 

MS/MS Espectrometría de masas en tándem 

OES Espectrometría de emisión óptica 

OH-PAC 6(α)-hydroxypaclitaxel 

OMS Organización Mundial para la Salud 

Oxa-Pt Oxaliplatino 

PAC Paclitaxel 

PLE Extracción con líquidos Presurizados 

PS-DVB Poliestireno divinilbenceno 

QIT Trampa de iones cuadrupolo 

Q-LIT Trampa de iones cuadrupolo lineal 

QuEChERS Rápido, Fácil, Barato, Efectivo, Robusto y Seguro 

SPE Extracción en Fase Sólida 

TAM Tamoxifeno 

TEG Tegafur 

ToF-MS Espectrometría de Masas con Tiempo de Vuelo 

TQ Triple cuadrupolo 

UHPLC Cromatografía Líquida de Ultra Alta Resolución 

USE Extracción Asistida por Ultrasonidos 

VINB Vinblastina 

VINC Vincristina 

VINO Vinorelbina 
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Santana, J. Rodríguez-Pulido, P. Garcia-Jiménez

TÍTULO: Análisis de una propuesta sustentada por el aula invertida y el
aprendizaje basado en proyectos

TIPO DE PARTICIPACIÓN: Oral

CONGRESO: InnoEducaTIC

LUGAR DE CELEBRACIÓN: LAS PALMAS DE GRAN CANARIA (ESPAÑA)

FECHA: Noviembre 2019
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