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Uno de los principales retos de la aplicacion de cromatografia de liquidos y espectrometria de
masas (LC-MS) en bioandlisis, especialmente cuando se utilizan fuentes de electrospray (ESI),
es la eliminacién de los efectos matriz producidos por sustancias enddgenas tales como
fosfolipidos, proteinas y polisacéridos. La eliminacion de proteinas mediante precipitacion o
exclusion en materiales de acceso restringido se realiza con éxito de forma rutinaria en
bioanalisis. Sin embargo, dado el caracter anfifilico de los fosfolipidos, ninguno de los
tratamientos generalmente aplicados a muestras biolégicas (ej. extraccion liquido-liquido o
extraccion en fase sélida) son eficaces en su eliminacion.

Los fosfolipidos se acumulan en la superficie de las gotas de electrospray y originan la supresion
de la ionizacion en LC-ESI-MS de los analitos con los que co-eluye debido a que inhiben la
liberacion de éstos a la fase gaseosa. Por otro lado, se adsorben fuertemente a la fase
estacionaria de LC y producen cambios en los tiempos de retencion de los analitos, incrementos
en la linea de base del cromatograma y curvas de calibracion divergentes.

En este trabajo se propone una estrategia general para la eliminacion de proteinas, polisacaridos
y fosfolipidos en bioandlisis, basada en el uso de disolventes supramoleculares volatiles con
propiedades de acceso restringido (RAM-VOL-SUPRAS). El disolvente se sintetiza in situ,
mediante procesos espontaneos de autoensamblaje y coacervacién, al afadir hexanol y
tetrahidrofurano a la muestra biologica. Las propiedades RAM del SUPRAS permiten la exclusién
de proteinas y polisacaridos mediante mecanismos quimicos y fisicos, respectivamente. Los
fosfolipidos se extraen en el SUPRAS vy, una vez evaporado el extracto, permanecen en el
residuo cuando éste se reconstituye con un disolvente apropiado. La capacidad de eliminacién
de interferentes, junto con la elevada eficacia de extraccion del SUPRAS, permiten la integracién
de la etapa de extraccion de compuestos en un amplio intervalo de polaridad y la purificacién de
la muestra.

La estrategia descrita se ha aplicado al tratamiento de muestra en la determinacion de 13
bisfenoles y y derivados en saliva humana mediante LC-ESI-MS/MS. La saliva es una muestra
biolégica no invasiva, ampliamente utilizada en el control de drogas y cuyo uso en estudios
epidemiolégicos para determinar la exposicion humana a contaminantes esta adquiriendo cada
vez mayor importancia. El procedimiento consiste en la adicién de hexanol (45 L) y
tetrahidrofurano (450 pL) a la muestra de saliva (1005 uL) y después de agitar y centrifugar la
mezcla, se evapora el extracto de SUPRAS vy el residuo se reconstituye con 300 pL de agua:
metanol (50:50, v:v). Los limites de deteccién (4 - 32 ng-L") y cuantificacién (11 - 48 ng-L™)
alcanzados para los 13 bisfenoles son muy bajos y las recuperaciones de los mismos se
encuentran en el intervalo del 83% al 105%. El método desarrollado, una vez validado, se ha
aplicado a una poblacién de un numero restringido de individuos, seleccionados al azar, para
conocer la concentracién basal de bisfenoles y derivados y cémo varia dicha concentracion tras
la ingesta de determinados alimentos y tras fumar tabaco. En todos los casos, las
concentraciones halladas se encuentran por debajo de los 2 ug-L™.
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