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Resumen

En los ultimos afos las técnicas miniaturizadas han centrado una parte muy
importante de las investigaciones en el area de Quimica Analitica y, en particular, en la
etapa de preparacion de la muestra. Los métodos analiticos desarrollados en la
presente Tesis Doctoral no son ajenos a esta tendencia, habiéndose desarrollado
procedimientos basados en microextracciéon en fase liquida (LPME) y en fase sélida
magnética (MSPE), que han permitido mejorar la sensibilidad de los procedimientos
analiticos, ya que los compuestos de interés son aislados de la muestra y
preconcentrados en un microvolumen de extractante que puede encontrarse en fase
liquida o sélida. Ademas, de forma simultanea, se produce un efecto de limpieza en la
muestra, que redunda en una mejora de la selectividad de los métodos. De entre las
diferentes variantes de LPME, la microextraccion dispersiva liquido-liquido (DLLME) ha
demostrado marcadas ventajas sobre el resto, siendo la técnica LPME seleccionada en
esta Tesis. Ademéas de aplicar DLLME en su version clasica usando disolventes
extractantes mas densos que el agua, algunas modificaciones han supuesto un paso
mas hacia la minimizacién del uso de disolventes organicos téxicos: las fases
extractantes mas ligeras que el agua y compatibles con la fase mévil empleada en
cromatografia liquida (LC) en fase reversa, la generacion /n situ de liquidos idnicos y la

posibilidad de omitir el uso de dispersantes en determinadas muestras.

Aunque el andlisis de los extractos obtenidos en la etapa de microextraccion
puede abordarse a través de distintos sistemas instrumentales, los métodos
cromatograficos permiten separar compuestos estrechamente relacionados. La
combinacién de los procedimientos de microextraccién con LC y cromatografia de
gases (GC) ha permitido en esta Tesis el desarrollo de métodos selectivos, sensibles y
precisos, que ademas, pueden ser englobados en el marco de la Quimica Analitica
Verde, ya que el consumo de disolventes organicos toxicos es nulo o muy bajo, asi
como el de muestra, generando por tanto cantidades muy pequefias de residuos. Un
inconveniente de la combinacion de la microextraccion con las técnicas
cromatogréficas reside en la posible incompatibilidad entre el extracto enriquecido con
los analitos y el sistema de separacion. La evaporacién del disolvente extractante y la
reconstitucion del residuo seco en una fase compatible con la modalidad de LC
seleccionada o el uso de sistemas de desorcién térmica para analisis GC de liquidos
idnicos conteniendo los analitos, han sido las soluciones aplicadas en esta Tesis

Doctoral.
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La deteccidn de los compuestos separados se ha llevado a cabo usando
espectrometria de masas. Para GC, la ionizacidon de los analitos se produce mediante
una fuente de impacto electrénico y el analizador es un cuadrupolo simple, mientras
que para LC, la fuente de electrospray posibilita el acoplamiento de dos sistemas
incompatibles, siendo el analizador empleado un triple cuadrupolo, que permite

identificaciones inequivocas siguiendo los patrones de fragmentacién.

La seleccion de las condiciones éptimas en microextraccion se ha llevado a cabo
aplicando métodos estadisticos multivariantes, ya que existen variables directamente
interrelacionadas. La aplicacién de disefios Taguchi y de tipo central compuesto
resultaron muy buenas herramientas para la seleccion de las condiciones

experimentales que proporcionaban la mejor eficiencia de preconcentracién.

En esta Tesis se presentan seis métodos analiticos que demuestran la
aplicabilidad de la combinacién de las técnicas de microextraccién con las separaciones
cromatograficas para la resolucién de temas de interés en distintos &mbitos. Asi, dentro
del campo del analisis de alimentos se ha propuesto la determinacion de terpenos en
bebidas alcohdlicas y uva, diferenciando entre las formas libres y glicosiladas a través
de hidrolisis enzimatica (Capitulos | y Il). Mas concretamente en relacién a seguridad
alimentaria, la determinacion de inhibidores de la enzima fosfodiesterasa tipo 5 (PDE-5)
se ha abordado en bebidas energéticas y en suplementos dietéticos, pudiendo detectar
fraudes por presencia de compuestos no declarados en la composicion de los
productos comerciales (Capitulo V). La determinacién de inhibidores de PDE-5 en pelo
humano puede resultar una aportacion de interés en el &mbito forense. Procedimientos
analiticos para control ambiental han sido propuestos en los Capitulos Ill, IV y VI para
la determinacién de clorobencenos, toxinas marinas lipofilicas y herbicidas tipo acido

clorofenoxi en suelos y aguas de distinta procedencia.

Todos los métodos desarrollados han sido validados, de acuerdo con las guias
internacionales, a través de las caracteristicas analiticas mas relevantes (intervalos de
linealidad, exactitud, precision y sensibilidad) y aplicados al anélisis de muestras reales

de muy diferente naturaleza.
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Summary

In recent years, miniaturized techniques have focused on a very important part of
research in the area of Analytical Chemistry, and, particularly, in the sample
pretreatment step. The analytical methods developed in this Doctoral Thesis follow to
this trend, and procedures based on liquid phase microextraction (LPME) and magnetic
solid phase microextraction (MSPE) have been developed, leading to improved
sensitivity of the analytical procedures, since the compounds of interest are isolated
from the sample and preconcentrated in a microvolume of extractant that can be
found in liquid or solid phase. Furthermore, a cleaning effect is simultaneously
produced in the sample, which results in improved method selectivity. Among the
different variants of LPME, dispersive liquid-liquid microextraction (DLLME) has shown
marked advantages over others, and is the technique selected in this Thesis. In addition
to the classical version using extraction solvents denser than water, some modifications
have been applied to minimize the use of toxic organic solvents: extraction phases
which are lighter than water and compatible with the mobile phase used in reversed
phase-liquid chromatography (LC); the /n situ generation of ionic liquids and the

possibility of omitting the use of dispersants in certain samples.

Although the analysis of extracts obtained in the microextraction stage can be
approached through various instrumental systems, chromatographic methods offer the
possibility of separating closely related compounds. The combination of
microextraction procedures with LC and gas chromatography (GC) enabled the
development of selective, sensitive and accurate methods in this Thesis, and they can,
in addition, be included in the framework of Green Analytical Chemistry, since the
consumption of both toxic organic solvents and amount of sample is very low, thus
generating little waste. One drawback of the combination of microextraction with
chromatographic techniques is the possible incompatibility between the extract
enriched with the analytes and the separation system. The evaporation of the
extractant solvent and the reconstitution of the dry residue in a phase compatible with
the selected LC mode or the use of thermal desorption systems for GC analysis of ionic

liquids containing the analytes are the solutions applied in this PhD Thesis.

The detection of the separated compounds was performed with mass
spectrometry. For GC, the ionization of the analytes was produced by an electronic
impact source and the analyzer was a single quadrupole, while for LC, the electrospray

source allowed the coupling of two incompatible systems, and the analyzer used was a
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triple quadrupole, which enabled unambiguous identification following fragmentation

patterns.

The selection of optimal microextraction conditions was carried out by applying
multivariate statistical methods, since there are directly related variables. Taguchi and
Central Compound designs proved to be very good tools for the selection of the

experimental conditions that provided the best preconcentration efficiency.

Six analytical methods are presented in the Thesis, thus demonstrating the
applicability of the combination of microextraction techniques with chromatographic
separations for the resolution of interesting issues. Thus, within the field of food
analysis, the determination of terpenes in alcoholic beverages and grapes,
differentiating between free and glycosylated forms through enzymatic hydrolysis is
proposed (Chapters | and Il). Concerning food safety, the determination of PDE-5
enzyme inhibitors has been addressed in energy drinks and dietary supplements, with
the ensuing detection of frauds due to the presence of undeclared compounds in the
composition of commercial products (Chapter V). The determination of these inhibitors
in human hair may be of interest in the forensic field. Analytical procedures for
environmental control are proposed in Chapters Ill, IV and VI for the determination of

chlorobenzenes, marine toxins and herbicides in soils and waters of different origins.

All the methods developed have been validated, according to international
guidelines based on the most relevant analytical characteristics (linearity intervals,
accuracy, precision and sensitivity) and applied to the analysis of real samples of very

different nature.









Objetivos

En esta Tesis Doctoral se ha aplicado el acoplamiento de la cromatografia, tanto
liquida (LC) como de gases (GC), con técnicas de microextraccion en fase liquida y en
fase solida, con el objetivo de obtener métodos de andlisis respetuosos con el medio
ambiente y, ademas, eficientes para la monitorizacién y cuantificacion de compuestos

organicos de diferentes familias quimicas presentes en matrices de distinta naturaleza.

Uno de los objetivos principales en el desarrollo de los métodos se ha centrado
en la etapa de preparaciéon de la muestra, que bien es sabido que supone un verdadero
cuello de botella en el proceso analitico global. Asi, la optimizacion de esta etapa ha
ocupado una parte importante de las investigaciones, en aras de conseguir, de forma
previa a la medida instrumental, el aislamiento eficiente de los compuestos de interés
que finalmente se traduce en extractos altamente enriquecidos con los analitos, a la vez
que se simplifica enormemente la matriz de las muestras. De este modo, se consiguen

métodos con elevada sensibilidad y selectividad.

La memoria se ha dividido en seis capitulos. Los cuatro primeros tienen como
denominador comun el empleo de la técnica microextraccion dispersiva liquido-liquido
(DLLME), mientras que el quinto capitulo presenta la aplicacion de la técnica
microextraccion en fase soélida magnética (MSPE). Una comparacion de las posibilidades
gue presentan DLLME y MSPE para la determinacién de herbicidas &cidos clorofenoxi se

presenta en el Ultimo capitulo de la Tesis.

Uno de los objetivos generales fue comprobar las posibilidades de las técnicas de
microextraccion en el andlisis de diferentes tipos de muestras. Asi, la naturaleza de las
muestras objeto de analisis en esta Tesis Doctoral abarca desde alimentos (frutas, bebidas
alcohdlicas y energéticas, suplementos dietéticos), muestras de caracter bioldgico (pelo)
y muestras medioambientales (aguas y suelos). En consecuencia, puede afirmarse que la
Tesis aporta avances en distintas areas, como son el analisis alimentario, clinico y/o

forense y medioambiental.

Los Capitulos | y Il se centran en la determinacién de terpenos en bebidas
alcohdlicas y uva, respectivamente. Los dos métodos desarrollados se basan en la
aplicacion de la técnica DLLME, si bien los extractos obtenidos fueron sometidos a LC
para el andlisis de las bebidas y a GC para el de uva. La deteccién para la monitorizacién

de las separaciones cromatograficas se llevd a cabo mediante espectrometria de masas
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(MS) y MS en tandem (MS?) para GC y LC, respectivamente. Merece la pena destacar que
el contenido de etanol de las bebidas permitié omitir el uso de disolvente dispersante
en la aplicacion de DLLME, cumpliendo asi el objetivo de minimizar el uso de disolventes
organicos, para la propuesta de métodos encuadrados en la linea de la Quimica Analitica
Verde. Para el andlisis de uva, un mayor nimero de terpenos fue considerado, respecto
de los analitos monitorizados en el Capitulo I. Ademas, en este caso se determinan tanto
las formas libres como las glicosiladas, para lo que se incluye en el tratamiento de la
muestra una etapa de hidrdlisis enzimatica combinada con la extraccién de los terpenos
desde la matriz sélida, antes de proceder a la preconcentraciéon mediante DLLME. El
objetivo de desarrollar métodos que permitan la especiacién de las distintas formas

quimicas en las que los analitos se hallan en las muestras, queda asi conseguido.

En el Capitulo Il se aborda la determinacién de clorobencenos en muestras
medioambientales mediante GC-MS. Para ello, se aplica de nuevo la técnica DLLME, pero
empleando un liquido iénico (IL) como disolvente extractante. Las caracteristicas
fisicoquimicas de los ILs, principalmente su estabilidad térmica, impiden que los extractos
obtenidos mediante IL-DLLME puedan ser inyectados directamente en el sistema GC
mediante un inyector del tipo con/sin division de flujo. Este problema se resolvié
mediante el uso de una unidad de desorcion térmica (TDU) donde se aplica un programa
de temperatura que permite vaporizar solo los analitos y no el IL, de modo que éste no
alcanza el sistema cromatografico. La compatibilizacién de extractantes verdes con GC

vuelve aqui a presentarse como un objetivo conseguido.

Los ultimos sucesos acaecidos en el Mar Menor de Murcia nos impulsaron al
desarrollo de un método sensible, rapido y fiable para la determinacién de toxinas
marinas producidas por fitoplancton. Asi, el Capitulo IV presenta el acoplamiento de la
técnica DLLME con LC-MS?, que permitié el anélisis de muestras de agua con un alto
grado de selectividad y sensibilidad, gracias a los factores de preconcentracion
conseguidos para las toxinas en estudio, asi como a las caracteristicas del sistema de

medida instrumental empleado.

La técnica MSPE es aplicada en los métodos de anélisis presentados en los dos
Ultimos Capitulos, para la determinacién de farmacos inhibidores de la enzima
fosfodiesterasa 5 (PDE-5) y herbicidas. El cardcter magnético de la fase extractante
dispersada en la muestra permite aplicar las etapas de adsorcién y desorcién de los

analitos de forma sencilla. Se consigue asi el objetivo de acortar los tiempos de analisis
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respecto de la aplicacion de técnicas clasicas, ya que la dispersion del extractante en la
muestra consigue una rapida adsorcion de los analitos, y el caracter magnético de dicha
fase permite evitar la etapa de centrifugacion. La capacidad de preconcentracién de
MSPE para muestras de muy diversa naturaleza (suelos, aguas, bebidas energéticas,
suplementos dietéticos, geles lubricantes y pelo) fue objeto de estudio en los Capitulos
IV y V, proporcionando muy buenos resultados. Teniendo en cuenta la versatilidad de
las dos técnicas miniaturizadas aplicadas a lo largo de la Tesis, en el Capitulo VI se
compara la capacidad de ambas para la determinacion de herbicidas acidos clorofenoxi

en suelos agricolas y aguas de diversa procedencia.

Con todo lo expuesto, queda también claro que otro objetivo general de la Tesis
fue comprobar la aplicabilidad de las técnicas miniaturizadas de preconcentracion para
la determinacién de compuestos quimicos de diferente naturaleza. Los compuestos
organicos estudiados en la presente Tesis Doctoral pueden clasificarse en tres grupos:
aromas, farmacos y contaminantes. Todos los aromas estudiados (mirceno, limoneno,
alcohol bencilico, linalool, 6xidos de linalool | y I, 6xidos de rosa | y I, 2-feniletanol, a-
terpineol, citronelol, nerol, geraniol, eugenol, carvacrol y citral) pertenecen al grupo de
los terpenoides y todos los farmacos a la familia de los inhibidores de la enzima PDE-5
(sildenafilo, vardenafilo, tadalafilo y N-desmetilsildenafilo). Entre los contaminantes,
pueden diferenciarse herbicidas 4cidos clorofenoxi (dicamba y Aacidos 24-
diclorofenoxiacético, 4-cloro-2-metilfenoxiacético, propidénico 2-(2,4-diclorofenoxi),
propidnico 2-(4-cloro-2-metilfonoxi) y butirico 4-(2,4-diclorofenoxi)), clorobencenos
(diclorobenceno,  triclorobenceno,  tetraclorobenceno, pentaclorobenceno vy
hexaclorobenceno) y toxinas marinas (espirélidas, dinofisitoxinas, acido okadaico vy

azaspiracidos).
Los objetivos especificos propuestos para esta Tesis Doctoral son:

v' Eleccion de un problema analitico, estudiando las propiedades
fisicoquimicas de los analitos para aplicar la técnica de microextraccion

mas apropiada, teniendo en cuenta el tipo de muestra que se va a analizar.
v Seleccién de la técnica de separacién cromatogréfica idonea, LC o GC.

v Estudio de las diferentes columnas cromatograficas que mejor resuelven

los analitos en el menor tiempo posible. Asi como, seleccién de la fase

13
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movil adecuada para su elucion, teniendo en cuenta la naturaleza de los

disolventes y rango 6ptimo de pH.

Deteccion de los compuestos de interés mediante MS o MS?, optimizando
el modo de ionizacién en la fuente de ionizacidn disponible, asi como las
condiciones de fragmentacién que proporcionan los iones precursores y

producto, en el caso de MS2.

Optimizacion de las distintas variables que afectan a la eficiencia de
preconcentracién de acuerdo con la técnica elegida, DLLME o MSPE. Se
aplicaran métodos estadisticos multivariantes cuando las variables se

hallen interrelacionadas.

Validacion de los procedimientos analiticos propuestos, obteniendo asi las
caracteristicas analiticas relativas a intervalos de linealidad, sensibilidad a
través de los limites de cuantificacion y deteccién; precision mediante
reproducibilidad y repetitividad y exactitud a través de estudios de

recuperaciéon y/o analisis de materiales de referencia certificados.

Andlisis de las muestras de interés y evaluacion de la presencia de efecto

matriz mediante analisis estadistico.
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Introduccion
1. Proceso analitico

Puede afirmarse que el Andlisis Quimico alcanza sus objetivos a través del
proceso analitico, que puede definirse como la aplicacion del método cientifico a través
de una serie de etapas que aparecen reflejadas en la Figura 1 [1]. Las etapas del
proceso analitico abarcan desde el planteamiento del problema analitico hasta la
obtencién de resultados que permitan emitir un informe y establecer conclusiones. En
la mayoria de los casos se requiere el analisis de determinados compuestos en una
muestra concreta. Los analitos podran ser tanto inorganicos como organicos, con unas
propiedades fisicoquimicas propias (estructura molecular, peso molecular, pK,, log Kow,
etc.), mientras que las muestras pueden encontrarse en los tres estados de la materia
(sélido, liquido y gaseoso) y mostrar diferente procedencia (muestras
medioambientales, cosméticas, alimentarias, bioldgicas, farmacéuticas, etc.), variando asi
la matriz en la que se hallan los analitos. De esta forma, el proceso analitico se vera

condicionado tanto por la muestra como por los analitos en estudio.

( Definicion del problema )

( Seleccion del método de analisis )

( Toma de muestra )

( Separacion de analitos )

( Reaccion analitica )
Medicion y transduccion
de la senal analitica
Manejo y tratamiento
de datos

( Obtencion de resultados )

Fig. 1: Etapas del proceso analitico
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Resulta muy deseable que las etapas de preparacion de la muestra y de medida
instrumental redinan una serie de caracteristicas que proporcionen un proceso con alto
grado de precision, selectividad, sensibilidad, eficiencia y rapidez. Su aplicacion debe
implicar tiempos cortos y bajos costes econémicos, ademas de resultar segura tanto
para el operario como para el medio ambiente. En torno a esta Ultima idea, el quimico
analitico ha trabajado concienzudamente en los Ultimos afios desarrollando

metodologias acordes con los principios de la Quimica Analitica Verde (QAV).

2. Quimica analitica verde

En la dltima década, la preocupacién social respecto a los problemas
medioambientales que esta sufriendo nuestro planeta se ha extendido enormemente.
Viviendo en una sociedad en continuo crecimiento y desarrollo hacia una mejora
constante en calidad de vida, se hace necesaria la implementacion de actividades con
minimo impacto ambiental. La idea de desarrollo sostenible alcanzé el campo de la
quimica a finales del siglo XX con la primera definicion de “Quimica Verde" [2],
entendida como un enfoque de la sintesis y uso de compuestos quimicos que
reduzcan los riesgos para los seres humanos y el medio ambiente. Asi, se promueve el
uso de técnicas y metodologias quimicas que reduzcan o eliminen la generacién de

residuos peligrosos.
2.1. Origenes

El desarrollo de la Quimica Verde aportdé y cred diferentes herramientas y
metodologias para su avance, comenzdndose a hablar en 1995 [3] de una quimica
analitica medioambiental, que estudiaba los efectos de la quimica analitica en el
medioambiente, siendo descritos los llamados métodos “limpios”. Pero no fue hasta el
afio 2000 cuando apareci¢ el término “Quimica Analitica Verde” (QAV, GAC, Green
Analytical Chemistry) propiamente dicho [4], haciendo referencia al disefio de métodos

de andlisis con generacion minima o nula de sustancias perjudiciales.
2.2. Principios

Anastas y Warner [5] establecieron los 12 principios de la "Quimica Verde" para

proporcionar un marco de trabajo en el area de la quimica cada vez mas respetuoso

con el medioambiente (Figura 2).

20



Introduccion

1. Prevencion de la generacion de
residuos:

2. Economia atomica:

3. Sintesis quimicas  menos
peligrosas:

4. Disefio de reactivos quimicos
mas seguros:

5. Empleo de disolventes vy
sustancias auxiliares mas seguros:

6. Aumentar la eficiencia
energética:

7. Uso de materias primas
renovables

8. Reducir derivados:

9. Aplicar catalisis:

10. Diseho de reactivos y productos
degradables:

11. Analisis en tiempo real para la
prevencion de la contaminacion:

12. Quimica intrinsecamente mas

segura para la prevencion de

accidentes:

Fig. 2: Principios de la Quimica Verde [5]
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Sin embargo, estos doce principios no son completamente aplicables en QAV,
solo se podrian aplicar seis de ellos (1, 5, 6, 8 11 y 12), considerando que existen
conceptos basicos para un analista que deberian aparecer en los principios de la QAV.
Por ello, Gatuzska y colaboradores propusieron en 2013 [6] los 12 principios especificos

para la QAV, que aparecen en la Figura 3.

—_

. Desarrollo de técnicas analiticas directas para evitar el tratamiento de la muestra.
2. Minimizacién de la cantidad de muestra, asi como de las réplicas requeridas.

3. Realizacion de mediciones /n situ.

4. Integracion de procesos analiticos y operaciones para reducir el uso de reactivos.
5. Seleccién de métodos automatizados y miniaturizados.

. Evitar la derivatizacion.

7. Evitar la generacién de grandes volimenes de residuos y valorar la gestiéon de

los que se produzcan.
8. Empleo de métodos multianaliticos o multiparametros.
9. Minimizacién del consumo energético.

10. Eleccion de reactivos obtenidos de fuentes renovables.

P e mmm e omm o omm o Em r Em E Em r Em e Em e o e Em  oEm omy
(o))

11. Eliminar y sustituir los reactivos téxicos.

I 12. Aumentar la seguridad del operador.

amm s o D EEm R o 3 EEm R EEm § EEm F EEm F EE O R Em F Em o Em o§ mm o omm s omm on ow]

Fig. 3: Principios de la QAV [6]

2.3. Herramientas para su evaluacion

Para evaluar si un método de anélisis es verdaderamente “verde”, es decir,
respetuoso con el medioambiente, se han propuesto diferentes escalas [7], que se

indican a continuacién por orden cronoldgico de aparicion:

v' En 2002, el National Water Quality Monitoring Council (NWQMC) propuso la

evaluacion basada en los criterios del indice de Métodos Ambientales Nacionales
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(NEMI, National Environmental Methods Index) [8], que atienden a la naturaleza de los
reactivos empleados, segun su grado de persistencia, bioacumulacion y toxicidad (PBT);
la peligrosidad de los productos quimicos que intervienen en el proceso, atendiendo a
si aparecen en las listas D, F, P y U de la ley de conservacion y recuperaciéon de
recursos (RCRA); el caracter corrosivo del método, si se usa pH menor que 2 o mayor
que 12; y la generaciéon de residuos, que no debe superar los 50 g. Estos cuatro
criterios se recogen y evallan en el simbolo de perfil verde de un método, donde un
circulo se divide en cuatro partes (Fig. 4), correspondientes a los criterios citados y se
marcan en verde si son superados por el método. En la pagina web de este indice se
recogen datos y procedimientos de anélisis de diferentes agencias y organizaciones,
dando lugar a una gran base de datos de métodos de analisis que permite la seleccion
de los métodos de andlisis mas adecuados para unos analitos especificos o un tipo de

muestra. Actualmente, hay mas de 1000 métodos disponibles en esta base de datos.

PBT Riesgo

Corrosivo Residuos

Fig. 4. Simbolo de perfil verde de NEM/

v El criterio de consumo energético fue afiadido en 2009 por Raynie [9],
modificando el concepto de NEMI con cuatro criterios. Ademas, dividié la parte de
riesgo en tres, considerando los riesgos para la salud, seguridad y medioambiente. Asi,
el primer pictograma evoluciond al “green assessment profile” (perfil de evaluacion
verde o ecoldgico) que se muestra en la Figura 5. Se establece ademas un cédigo de
colores (verde, amarillo o rojo), lo que aporta diferentes niveles de evaluacién para

cada criterio.
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Salud Seguridad

Medio

Ambiente Residuos

Energia

Fig. 5: Perfil de evaluacion verde

Los perfiles de riesgos para la salud y seguridad se evallan segun la etiqueta de la
National Fire Protection Association (NFPA), con la que se evalla la inflamabilidad de
los productos quimicos que intervienen en el método, su reactividad o inestabilidad,
los riesgos para la salud y otros riesgos especificos. Por otra parte, el riesgo
medioambiental se refiere a si contribuye a la destruccion de la capa de ozono,
produccion de lluvia acida, toxicidad en medios acuaticos o fauna, persistencia o
bioacumulacién. El consumo de energia se evalua segun los kWh que pueden
consumirse en el andlisis de una muestra. Por ultimo, la generacién de residuos tendra

un cédigo de color segun la cantidad generada.

v' En 2012, Gatuszka y colaboradores disefiaron [10] una ecoescala aplicada a la
QAV a partir de criterios anteriormente establecidos. Asi, asignaron una valoraciéon de
100 puntos para el método analitico verde ideal, valor al que se irian restando puntos
de penalizacion (PPs) de acuerdo con las caracteristicas de cada método particular. De
esta forma, se establecieron tres categorias: “andlisis verde excelente” para aquellos
métodos con puntuacion mayor de 75, "andlisis aceptable” para puntuaciones
comprendidas entre 75 y 50, y “andlisis inadecuado” para valoraciones inferiores a 50
puntos. Los PPs se aplican tanto a los reactivos como al consumo de energia por parte

de la instrumentacién, segun los criterios mostrados en la Tabla 1.

v' En 2016, se cred el “Certificado verde o ecoldgico” donde se consideraban los
PPs, un codigo de color y una escala de letras para la clasificacién (Figura 6),
estableciendo una estratificacién desde procesos analiticos con efectividad ecolégica

(grado A) hasta procesos no ecoldgicos (grado G).
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Tabla 1. Puntos de penalizacidn para clasificacion de métodos en la ecoescala [10]

Reactivos

PPs subtotales

PPs totales

Cantidad

<10 mL (g)
10-100 mL (g)
> 100 mL (g)

Riesgos

1
2
3
Sin pictogramas 0
Peligro menos grave 1

2

Peligro mas grave

Instrumentacion

Consumo energético

< 0,1 kWh por muestra
1,5 kWh por muestra
> 1,5 kWh por muestra

Riesgos laborales

Procesos herméticos

Emision de vapores

Residuos

Ninguno
<1 mL(g)
1-10 mL (g)
> 10 mL (g)
Reciclaje
Degradacion
Pasivacion

Sin tratamiento

w NN = O U1 W = O|lw Ol = O

Efectividad ecologica

19-0

No ecoldogico

Fig. 6: Certificado ecologico [11] para un proceso analitico
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24. Logros de la QAV

La puesta en practica de los principios de la QAV ha conseguido reducir el
impacto medioambiental de los métodos de andlisis desde tres frentes diferenciados

[12]:

1) Reducciéon del volumen de disolventes necesario en el tratamiento de
muestra. Este objetivo ha sido principalmente alcanzado gracias al desarrollo de nuevas

metodologias aplicables a esta etapa del proceso analitico, de entre las que destacan:

- Extraccion asistida por microondas (MAE), donde se usa la energia de
las microondas para calentar la mezcla muestra-disolvente de extraccidon en recipientes
sellados o abiertos. Sélo puede aplicarse a analitos térmicamente estables, ya que la
temperatura de la mezcla aumenta en el proceso, y, ademas, con disolventes

extractantes capaces de absorber la energia de este tipo de ondas.

- Extraccion asistida por ultrasonidos (UAE), en la que las particulas
sélidas sufren ruptura mecéanica por acciéon de los ultrasonidos, mejorando la eficiencia

de extraccion a la vez que se acorta el tiempo de tratamiento.

- Extraccion con fluidos supercriticos (SFE), para muestras sélidas
evitando el uso de disolventes organicos toéxicos y reduciendo considerablemente el
tiempo de tratamiento de muestra frente a métodos convencionales como la extraccién

Soxhlet.

- Extraccion liquida presurizada (PLE), permite obtener altas eficiencias de
extraccion para compuestos térmicamente labiles o aquellos que requieren condiciones
acidas, usando el disolvente apropiado en las condiciones adecuadas de presion y
temperatura. Cuando se emplean disolventes comunes mantenidos cerca de su zona
critica, se incrementa la solubilidad de los analitos y se consigue su extraccion en
tiempos muy cortos y con bajos volimenes, ya que el disolvente se mantiene por
debajo de su punto de ebullicién. Con el desarrollo y validacién comercial de esta
técnica por Dionex en 1996 [13], se le pasd a conocer como extraccidon con disolventes
acelerados (ASE). Cuando el disolvente es agua, la técnica se conoce como extraccion
en agua supercaliente (SHWE), recibiendo mucho interés con objeto de reducir el uso

de disolventes organicos toxicos.
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- Extraccion en fase solida (SPE), ampliamente utilizada en los ultimos
ahos, pues se ha reconocido como técnica de extraccion, limpieza y preconcentracion,
evitando el empleo de grandes volimenes de disolventes organicos, en comparacion
con las técnicas anteriores, y obteniendo buenos factores de enriquecimiento frente a
la extraccion liquido-liquido (LLE). Sin embargo, la seleccion de la fase adsorbente es
compleja y puede tener problemas de reproducibilidad, ya que la eficiencia esta
relacionada con la uniformidad de su empaquetamiento. Por todo ello, las técnicas
clasicas SPE y LLE han derivado en sus versiones miniaturizadas siguiendo las lineas de
actuacion de la QAV y, por su implicacién en la presente Tesis Doctoral, dichas técnicas

seran revisadas con mas detalle en un apartado posterior.

2) Reduccién de la cantidad y toxicidad de los reactivos empleados en la
etapa de medida, lo que ha sido conseguido a través de diferentes vias de acuerdo

con el tipo de técnica analitica:

- Automatizacion con el andlisis por inyeccién en flujo e inyeccién
secuencial, reduciendo el consumo de disolventes y residuos. También se ha

conseguido automatizar y combinar on-line la técnica SPE con LC.

- Miniaturizacion de la LC al reducir el tamafio de la columna y de las
particulas de relleno, lo que permite disminuir el flujo de fase movil y su volumen total.
La combinacion de las técnicas cromatogréaficas con la espectrometria de masas ha
logrado disminuir los limites de deteccidn incluso para matrices complejas, permitiendo

que los tratamientos de muestra sean mas sencillos.

3) Desarrollo de métodos de analisis directos que no necesiten el uso de
reactivos, evitando asi el pretratamiento de la muestra. Para ello, se utilizan las técnicas
de espectrometria de infrarrojo o Raman, fluorescencia, ultravioleta-visible y resonancia
magnética nuclear. Con ello se reduce el uso de disolventes y reactivos, asi como el

tiempo de analisis y, consecuentemente, hay reduccién de costes.

3. Miniaturizacion

Una de las lineas de trabajo principales de la QAV es la simplificacién de la etapa
de tratamiento de la muestra. Si bien seria deseable su omisién en el proceso analitico,

en la mayoria de los casos la matriz de la muestra resulta incompatible con la técnica
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de analisis seleccionada, por lo que su tratamiento resulta necesario. Incluso en
aquellos casos donde no existe el problema de incompatibilidad, es comdn aplicar
algun proceso de preconcentracion de la muestra cuando se requiere llevar a cabo
determinaciones a nivel de trazas. Los métodos miniaturizados de extraccion han
ocupado una parte importante del desarrollo de la QAV, mejorando los limites de

deteccién instrumentales con un consumo minimo de energia, disolventes y tiempo.

La reduccion de la cantidad de fase extractante al orden de los microlitros o
microgramos, ha permitido el desarrollo de las llamadas técnicas de microextraccién,
que pueden dividirse en dos grupos, microextraccién en fase liquida (LPME) vy
microextraccion en fase soélida (SPME), segun los analitos sean aislados en una fase

liquida o sélida, respectivamente.
3.1. Microextraccién en fase liquida

La técnica convencional LLE ha sido ampliamente utilizada para la
preconcentracion y limpieza de muestras acuosas. Sin embargo, los problemas
asociados a LLE tales como su alto consumo de disolventes toxicos, largos tiempos de
extraccion y la necesidad de incluir una etapa de evaporacion del extractante para
incrementar la sensibilidad de los procedimientos, han relegado a esta técnica a un
segundo plano. La reduccion del volumen de fase extractante al orden de los
microlitros ha minimizado gran parte de los problemas asociados a LLE, evolucionando
asi la técnica hacia LPME, técnica introducida por primera vez por Jeannot y Cantwell
[14] y que se basa, de igual forma que LLE, en el reparto del analito entre un
disolvente organico y la muestra acuosa. Desde su introduccion ha dado lugar a

multiples variantes:

v' La microextracciéon en gota Unica (SDME) [15] fue desarrollada en 1996, y se
basa en la exposicién, con ayuda de una microjeringa, de una microgota de disolvente
organico a la disolucién de la muestra, que es mantenida en agitacion. Si la fase
extractante es expuesta a la atmosfera en contacto con la disoluciéon de la muestra la
técnica se conoce como SDME en espacio de cabeza (HS-SDME); sin embargo, cuando
los analitos presentan baja volatilidad, la gota extractante ha de ponerse en contacto
directo con la muestra (DI-SDME), limitdndose enormemente su estabilidad, que se
verd afectada por la presencia de concentraciones altas de particulas en suspensiéon o

por el movimiento de la propia muestra en agitaciéon. Cuando la fase extractante se
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deposita sobre la superficie de la disolucién de la muestra mantenida en agitacion,
hablamos de microextraccion en gota directamente suspendida (DSDME). Estas
modalidades de SDME se caracterizan por su bajo coste y por no requerir
equipamiento sofisticado; sin embargo, considerando la limitada superficie de contacto
entre las fases dadora y aceptora, los tiempos de operacion son largos y la estabilidad

de la gota se ve comprometida por los factores anteriormente citados.

v la extraccion de analitos ionizables puede ser llevada a cabo mediante
procedimientos LPME de tres fases, conocidos como microextraccion liquido-liquido-
liquido (LLLME) [16]. El pH de la muestra se ajusta de forma que los analitos se
encuentren en estado neutro, y asi, pasen a un microvolumen de disolvente organico.
Seguidamente, un reajuste de pH los ioniza, de modo que, se vuelven a extraer a otra
fase acuosa. Bajo esta modalidad se han descrito hasta tres variables diferentes: la
propia LLLME [17,18], microextraccién en fase liquida con fibra hueca (HF-LPME) [19] y
LPME asistida por membrana [20].

v' La técnica HF-LPME [19,21] ha minimizado las limitaciones de la SDME con el
uso de fibras poliméricas porosas para albergar la fase extractante. La fibra se puede
encontrar en forma de varilla o en forma de “U". El desarrollo de nuevos materiales
poliméricos ha incrementado la versatilidad de esta técnica, pudiendo ser cada vez mas
selectiva. Uno de sus inconvenientes es el desgaste sufrido por las fibras en contacto
con las disoluciones de muestra. La Figura 7 muestra un esquema de algunas de las

modalidades mas usadas de LPME.

v' De todas las técnicas LPME desarrolladas, por diferentes motivos quiza la mas
versatil es la microextraccién dispersiva liquido-liquido (DLLME). DLLME fue introducida
en 2006 por Rezaee y colaboradores [22]. Dado que esta técnica ha sido aplicada en
cinco capitulos de esta Memoria, tanto en su versidbn convencional como implicando

alguna variante, se presenta a continuacion con mas detalle.

v" Merece la pena destacar la extraccidon en punto de nube (CPE) introducida en el
laboratorio analitico en 1978 [23]. Esta técnica se basa en el comportamiento de las
disoluciones acuosas de surfactantes no idnicos al aumentar su temperatura,
generandose turbidez debido a la separacion del surfactante como consecuencia de la
deshidratacién de las porciones hidrofilicas de las micelas. Asi pues, CPE ofrece una

interesante alternativa para la eliminacién del uso de disolventes organicos toxicos.
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(a) (b) (©)
W
-

HS-SDME DI-SDME  DSDME

() g Clu

Fase acuosa Membrana
-l . ) Extractante de PTFE
aceptora | —n Anillo de teflon organico (fase Muestra
Fase orgénicé [~ Muestra aceptora) e ) (fase dadora)
dadora =/
LLLME MA-LPME
(f) (9)
Fibra con Fibra con
extractante Muestra extractante Muestra
(fase aceptora) | e ) (fase dadora) (fase aceptora)l e | (fase dadora)
HF-LPME HF-LPME

(en forma de U)

Fig. 7: Representacion esquemadtica de (a) SDME en espacio de cabeza, (b)
directamente inmersa, (c) directamente suspendida. (d) LLLME, (e) LPME asistida
mediante membrana; (f) HF-LPME mediante fibra en varilla y (g) en forma de U

3.1.1 Microextraccion dispersiva liquido-liquido (DLLME)

En su version clasica, DLLME se basa en un sistema ternario de disolventes: la
muestra en fase acuosa, un disolvente orgéanico inmiscible con el agua y méas denso
que ella y un disolvente dispersante, miscible tanto en la fase acuosa como en la
organica y cuya funcién es la de disgregar en microgotas al disolvente extractante en
el seno de la muestra acuosa. Dicha disgregacion genera un incremento de la
superficie de contacto entre la fase dadora (muestra) y aceptora (extractante),
aumentando la eficiencia de extraccion y reduciendo drasticamente el tiempo de

extraccion, ya que tiene lugar casi instantdneamente.

La Figura 8 muestra un esquema del procedimiento de aplicacién de DLLME,
caracterizado por su rapidez y por no requerir material especifico y/o costoso. Con
ayuda de una microjeringa, la mezcla de disolventes dispersante y extractante (a) se
inyecta de forma vigorosa en la disolucién de muestra (b), generandose una turbidez

30



Introduccion

(c) debida a la dispersion del extractante en millones de microgotas (d) por accién del
dispersante. Tras la extraccion, las fases son separadas por centrifugacion (e) y el
disolvente extractante se deposita en el fondo del tubo cénico (f). Cuando el
extractante presenta menor densidad que el agua, tras la centrifugacién aparece como
una gota flotante. La gota enriquecida se recoge con una microjeringa y, si es

compatible con el sistema instrumental, se somete directamente a andlisis.

Fig. 8: Procedimiento de aplicacion de DLLME [22]

Las principales variables que afectan a la eficiencia de extraccion en DLLME son

(Figura 9):

- Volumen y naturaleza del disolvente extractante. Debe ser inmiscible con la
fase acuosa y compatible con el sistema de analisis empleado. En caso de no cumplirse
esta condicidon de compatibilidad, puede considerarse la transferencia de los analitos a

otro disolvente o su evaporacién y reconstitucién posterior del residuo seco. Aunque la
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aplicacién de DLLME en modo convencional utiliza generalmente disolventes de mayor
densidad que el agua, tales como los organoclorados, el uso de disolventes mas ligeros
que el agua también puede proporcionar buenos resultados. Su volumen debe ser
suficiente para conseguir la extraccién de un alto porcentaje de analitos, pero no

demasiado elevado para evitar un efecto de dilucién.

*\Volumen
Muestra

opH
acuosa .

*Concentracion de NaCl

. *\Volumen

Dispersante

*Naturaleza

*\Volumen
Extractante

*Naturaleza

Fig. 9: Sistema ternario de disolventes, variables que determinan la eficiencia

- Volumen y naturaleza del disolvente dispersante. Debiendo ser miscible tanto
en la fase dadora como en la aceptora, los dispersantes mas empleados son metanol,
acetonitrilo, etanol y acetona. Generalmente se utilizan volimenes comprendidos entre

05y 2 mL.

- Volumen, pH y fuerza idnica son los principales factores de la fase acuosa que

afectan a la eficiencia de extraccion.

- Tiempo y velocidad de centrifugacion para la separacion de la fase

enriquecida.

Aunque a dia de hoy sigue empleandose ampliamente DLLME en modo
convencional [24], han ido surgiendo diferentes variantes con el fin de minimizar el uso
de disolventes organicos toxicos. Con el objetivo de reducir el impacto ambiental que

los disolventes organicos clasicos provocan, se han desarrollado procedimientos DLLME
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empleando otros disolventes extractantes de menor toxicidad que los convencionales e

incluso consiguiendo su dispersion en ausencia de disolventes dispersantes.

El principal problema que aparece con el uso de disolventes extractantes menos
densos que el agua es su recuperacién desde la superficie de la fase acuosa. La técnica
DLLME con solidificacion de gota organica flotante (SFOD-DLLME), desarrollada por
Khalili y colaboradores [25], emplea extractantes con puntos de fusion ligeramente
inferiores a la temperatura ambiente, de modo que resulta sencilla su recuperacién con
una espatula una vez que son solidificados. Tras su vuelta al estado liquido, la fase

enriquecida se somete a analisis.

Otra alternativa de disolventes extractantes la representan los disolventes
supramoleculares (SM-DLLME) [26], generalmente formados por micelas invertidas de
acido decanoico dispersas en tetrahidrofurano o hidréxido de tetrabutilamonio, que
dan lugar a coacervados en la disolucion de la muestra, alcanzando el equilibrio de

extraccién rapidamente.

Las especiales propiedades fisicoquimicas de los liquidos iénicos (ILs) [27] les han
permitido ocupar un lugar privilegiado dentro de los métodos de LPME. Aunque el
impacto ambiental de los ILs estd estrechamente relacionado con sus estructuras, de
forma general se consideran disolventes verdes, debido a su baja toxicidad, excelentes
propiedades de solvatacién y habilidad para disolver diversos compuestos organicos e
inorganicos, ademas, presentan baja volatilidad y alta viscosidad y estabilidad térmica.
La adicion de los componentes anidnico y catidnico del IL por separado sobre la fase
acuosa genera, a través de una reaccidon de metatesis, el IL ya disperso en finas
microgotas, proporcionando altas eficiencias de extraccion en tiempos muy cortos y
evitando el uso de disolventes dispersantes implicados en IL-DLLME en modo

convencional. Esta variante se conoce como /n situ IL-DLLME [28,29].

Con el fin de mejorar la dispersién o incluso eliminar el disolvente dispersante,
se puede aplicar energia externa, refiriéndonos a DLLME cuando el disolvente
dispersante se halle presente y a microextracciéon dispersiva en fase liquida (DLPME)
cuando la dispersion se consiga en ausencia de dicho disolvente [30]. En este sentido,
destaca la aplicacion de agitacién magnética (MSA-DLPME) [31], agitacion vortex (VA-
DLPME) [32], energia de microondas (MA-DLPME) [33] o ultrasonidos (UA-DLPME) [34].
En IL-DLLME destaca la modalidad de temperatura controlada (TC-IL-DPLME), basada
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en el aumento de la temperatura para conseguir la total dispersién o solubilizacion de

la fase extractante en la muestra.
3.2. Microextraccion en fase soélida

Las técnicas de preparacién de muestra basadas en el uso de sorbentes sélidos
se clasifican en dos grandes grupos, de acuerdo con el mecanismo de extraccion:
técnicas de extraccién exhaustiva, como la extraccidon en fase solida (SPE) y las basadas
en equilibrios de extracciéon, como la microextraccion en fase sélida (SPME). En SPE, el
aislamiento de los analitos tiene lugar mediante percolacién de la muestra liquida a
través de un absorbente empaquetado en una columna. Durante este proceso, diversos
componentes de la matriz de la muestra pueden también ser absorbidos, requiriéndose
etapas de limpieza adicionales que pueden conducir a pérdidas de analito. En las
técnicas basadas en equilibrio de extraccion, un soporte fisico albergando
microcantidades de fase extractante se expone a la muestra mediante el modo de DI o
de HS [35]. Aunque los tiempos de extraccién en las modalidades miniaturizadas de
SPE pueden ser largos, las pérdidas de analito son menos probables y el impacto
ambiental de su aplicacion les cataloga como procedimientos verdes para el
tratamiento de la muestra. Aun asi, SPE permanece como una de las técnicas mas
empleadas para el tratamiento de matrices acuosas, aplicAndose bajo diferentes
formatos, e incluso se ha conseguido automatizar siendo aplicada on-/ine con el

sistema de medida [36].

La primera versidn miniaturizada de SPE fue desarrollada en 1990 [37] y se
conoce como SPME con fibra, donde la fase extractante se mantiene sobre una fibra de
silice fundida albergada en una microjeringa modificada. Su aplicaciéon requiere una
primera etapa de reparto de los analitos entre la muestra y el sorbente, y una segunda
para su desorcién térmica (TD) concentrandose en el inyector de un sistema GC o
mediante desorciéon liquida en un pequefio volumen de disolvente. La modalidad de
desorcién liquida suele emplearse para analisis mediante LC. La hibridacién SPME-TD-

GC permite eliminar completamente el uso de disolventes.

Los pequefios volumenes de fase extractante (0,03-0,612 pL) suponen una
limitacion en la sensibilidad de los métodos SPME en fibra. Por este motivo se han
desarrollado numerosas técnicas de microextraccion en fase solida [38], tales como

extraccion por adsorcién sobre barra agitadora (SBSE), sobre pastilla agitadora (SCSE),
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sobre disco rotativo (RDSE) o microextraccion en sorbente empaquetado (MEPS). Pero
no solo se ha considerado la inmovilizacién del extractante, su dispersion en el seno de
la muestra ha dado lugar a la técnica de extraccién en fase sélida dispersa (DSPE), que

ha supuesto una importante implementacién al uso de sorbentes inmovilizados.

En DSPE, el sorbente se dispersa en el seno de la muestra para la extracciéon de
los analitos. Seguidamente, las dos fases son separadas fisicamente mediante filtracion,
centrifugacion o por accidon de un campo magnético externo, si el extractante presenta
propiedades magnéticas. Finalmente, usando un disolvente adecuado, se procede a la
desorcién de los analitos para su analisis. En DSPE se incrementa notablemente la
superficie de contacto del extractante con la muestra con respecto al uso de sorbentes
inmovilizados, lo que se traduce en una reduccion del tiempo de extraccion. Ademas, la

agitacion de la muestra puede facilitar alin mas la cinética de transferencia de masa.

El tipo de sorbente empleado en DSPE es el factor més influyente en la eficiencia
de extraccién, pudiendo aplicarse una amplia gama de materiales que abarcan desde
los mas convencionales (la mayoria disponibles comercialmente), hasta otros mas
especificos, como los polimeros de impresion molecular (MIPs) y los materiales
biopoliméricos [35]. Las particulas de sorbente generalmente usadas presentan
dimensiones nanométricas (nanoparticulas, NPs), ya que la elevada relacion de area
superficial a volumen que muestran se traduce en mayores capacidades de extraccion

que otros tipos de adsorbentes.

La aplicacién de DSPE con sorbentes magnéticos se conoce como
microextraccion en fase soélida magnética (MSPE), extraccidn microdispersiva en fase
sélida magnética (m-udSPE) o extraccion dispersiva en fase sélida magnética (MDSPE,
m-DSPE). Esta técnica sera revisada a continuacion con mas detenimiento, teniendo en

cuenta su implicacion en dos de los métodos de analisis presentados en esta Tesis.
3.2.1. Microextraccion en fase sodlida magnética (MSPE)

Los materiales magnéticos se emplearon por primera vez en 1973 con fines de
separacion, inmovilizando enzimas sobre particulas magnéticas de éxido de hierro [39].
Sin embargo, no fue hasta 1999, cuando Safatikova y Safaiik [40] introdujeron el
término de MSPE. Las NPs magnéticas (MNPs) son un material muy interesante debido
a sus propiedades fisicoquimicas Unicas, tales como dispersabilidad, gran area

superficial relativa y relacién area/volumen. Ademas, la simplicidad de los procesos de
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generaciéon de MNPs, asi como la posibilidad de funcionalizar su superficie las hace

muy versatiles [41].

El protocolo de aplicacion de MSPE consiste en dispersar las MNPs en la
disolucién de muestra, produciéndose la adsorciéon de los analitos en su superficie. A
continuacién, se separan las MNPs de la disolucién de muestra acercando un iman al
recipiente que contiene la mezcla. Seguidamente, las MNPs enriquecidas se redispersan
en un disolvente adecuado, donde los analitos son desorbidos, para proceder al

analisis del extracto obtenido (Figura 10).

. Adsordién | _Desordén ]
I D N NN o
Agitacidn \~ Agitacion
l l:%‘ :%,@D é&
e
® MNPs

Analitos
Disolucién de muestra
WBDesorbente

Fig. 10: Procedimiento MSPE

MSPE ha sido aplicada en diversas areas de entre las que destacan el analisis de
alimentos [42], matrices biologicas [43] y muestras ambientales [44,45], debido a sus

multiples ventajas, tales como:
-Bajos tiempos y costes de operacién, frente a la tradicional SPE.

-Selectividad frente a determinados compuestos o grupos de compuestos,

gracias a la posibilidad de funcionalizacién de las MNPs.

-Se suprime la etapa de centrifugacién o filtracién para la recogida del material

extractante, considerando su caracter magnético.

-Altos factores de enriquecimiento, ya que MSPE puede aplicarse con volimenes
grandes de muestra, y minimizarse el volumen de disolvente desorbente, que a su vez

puede ser evaporado, mejorando aln mas la preconcentracion.
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3.2.2. Sintesis y aplicaciones de las MNPs

En los Ultimos afos, las MNPs han sido aplicadas en diferentes campos, desde la
medicina, biotecnologia, ciencias ambientales, hasta en ciencias de los materiales [46].
Si bien, en el area de la Quimica Analitica, su principal aplicacién se centra en la etapa
de preparacién de la muestra. Aunque resulta muy comun la sintesis de MNPs en el
laboratorio, existen ya disponibles comercialmente de diferentes materiales. Las MNPs
se componen de un nucleo magnético y un recubrimiento que se deposita durante

otras sintesis, aportando diferentes caracteristicas fisicoquimicas.

v El ndcleo estd formado por un metal magnetizable, como metales puros (Fe,
Co, Ni, Ag, Au, ..), oxidos metdlicos (FesO4 y y-Fe,03), ferritas (MeFe,O4 Me=Co, Cu,
Zn, Mg Mn, Ni) y aleaciones metalicas (FePt, CoPt) [47]. La magnetita (Fe3O4) es uno de
los nucleos mas usados, su sintesis se lleva a cabo por coprecipitacion de sales de
hierro que se oxidan en medio basico. Los nucleos asi formados muestran cierta
inestabilidad, tienden a formar agregados, son facilmente oxidables y presentan
tamaflos no homogéneos. Para evitar estos inconvenientes, se recomienda su
funcionalizacién o su sintesis en presencia de otro elemento metalico, como el cobalto,
dando lugar las ferritas. Las ferritas son compuestos quimicos de férmula Me,Fe,O,,
donde el metal (Me) puede ser Mn, Mg, Zn, Cu, Ni o Co. En el Capitulo VI de esta Tesis
Doctoral, el nicleo empleado ha sido de ferrita de cobalto (CoFe,0Q,), aplicando el
procedimiento de sintesis propuesto por Maaz y colaboradores [48], basado en
coprecipitacion quimica por la mezcla de disoluciones acuosas de acuosas de FeCl; y
CoCl, en medio alcalino. Este nlcleo magnético resulta una interesante alternativa a la
magnetita por ser mas estable a la oxidacion, presentar mayor dureza y la posibilidad
de controlar el tamafio de particula, aunque su funcionalizaciéon con objeto de mejorar

la extraccion de los compuestos de interés es generalmente recomendada.

v El recubrimiento del ndcleo magnético es crucial con objeto de mejorar su
estabilidad quimica. Generalmente se lleva a cabo rodeando al nucleo de una capa
protectora, pero otra alternativa consiste en dispersar los nlcleos en una matriz densa
dando lugar a los llamados “composites” o “MNPs de matriz dispersa”. Se puede llevar
a cabo usando diferentes materiales, aportdndole otras funcionalidades que
incrementan la selectividad de la extraccion. El recubrimiento puede aportar asi
diferentes grupos funcionales, tales como amino, acido carboxilico, aldehido, tiol, epoxi,

hidroxil, proteinas A y G, albimina, biotina y anticuerpos. De este modo, los analitos se
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fijan sobre las MNPs a través de diversos mecanismos (Figura 11): biocompatibilidad,
reconocimiento de forma, sefalizacién fluorescente, deteccién de antigenos o

fisisorcion.

Sefalizacion
fluorescente \Y%
' Reconocimiento de forma
4

Biocompatibilidad Fisisorcion

Deteccion de antigenos

Fig. 11: Mecanismos de adsorcion de las MNPs [46]

Las estrategias de funcionalizacion mas empleadas llevan a la formacién de

recubrimientos [47] (Figura 12):

v' De caracter inorgéanico, como el formado por silice (MNP@SIO,), que
incrementa el area superficial del ndcleo debido a su caracter mesoporoso y puede
servir de soporte a otros agentes adicionales que producirian interacciones indeseadas
si se uniesen directamente al nucleo. Otros recubrimientos inorgénicos de interés son

alimina, 6xido de titanio o hidréxidos de doble capa.

v De entre los materiales de caracter organico [49] destacan los surfactantes, las
estructuras metal-organicos (MOFs) [50], MIPs y polimeros conductores. La mayoria de
los polimeros se unen quimicamente a las MNPs, creando principalmente fuerzas
estéricas de repulsion evitando su aglomeracién al contrarrestar las fuerzas magnéticas

y de Van der Waals.

v' Mencién aparte merecen los materiales basados en carbono, que han
despertado gran interés por su alta estabilidad quimica y térmica, su elevada area
superficial, porosidad y biocompatibilidad. Estos materiales presentan una gran
capacidad de extraccién de compuestos organicos en un amplio rango de pH y

ademas poseen abundantes sitios de facil modificacién para ser funcionalizados. El
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carbono existe en distintas formas alotrépicas como grafito, fullerenos, nanotubos de
carbono (CNTs), CNTs de pared sencilla (SWCNTs) y multipared (MWCNTs), nanofibras

de carbono, grafeno y 6xido de grafeno (GO), entre otras [51].

Inorganicos Polimeros organicos De carbono

----------- - o — - fe—r—— s — s — s —
| «silice (SiO,) : I sSurfactantes | I *Grafito |
i +«Oxido de aluminio I | sEstructuras metal- - | *Fullerenos .
i (AL,03) I | organicas (MOFs) I | «Nanotubos de carbono: I
- «Oxido de titanio (TiO,) | - *Polimeros conductores | * de capa sencilla |
! *Hidréxidos de doble | . *Polimeros impresos | . (SWCNTs) y multicapa |

| capa (LDHs) | molecularmente (MIPs) | | (MWCNTSs) |

! . *Grafeno y oxido de
I | I y
| | | grafeno (GO) |

Fig. 12: Recubrimientos de MINPs mdas empleados

3.2.3. Parametros que afectan a la eficiencia de MSPE

La optimizacién de un procedimiento MSPE requiere el estudio de la influencia
de diferentes variables sobre la eficiencia de extraccion. Los pardmetros a optimizar

para la etapa de adsorciéon son [52]:

v Naturaleza del material adsorbente. Su seleccion resulta decisiva en el éxito de
la extraccion de los compuestos de interés. Se seleccionaran aquellos adsorbentes que
presenten afinidad hacia los analitos, siendo las principales interacciones que la
determinan fuerzas idnicas, de Van der Waals, dipolo-dipolo, dipolo-dipolo inducido y

puentes de hidrégeno.

v' Masa de MNPs. Generalmente se usan masas comprendidas entre 5 y 250 mg,
cumpliéndose siempre que, a mayor area superficial de las MNPs, menor sera la masa

requerida para alcanzar el equilibrio.

v Volumen de disolucién de muestra. Este factor se halla directamente
relacionado con la masa de MNPs y los valores generalmente usados oscilan entre 2 y

250 mL.
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v' Tiempo de extraccion. Siendo MSPE una técnica basada en el equilibrio, existe
una relacién directa entre la masa de analito adsorbido y el tiempo de contacto entre
la disolucion de muestra y el adsorbente. Generalmente, el porcentaje de extraccion
aumenta con el tiempo hasta alcanzar el equilibrio. De nuevo, a mayor area superficial
de las MNPs, menor sera el tiempo requerido para la extraccion. Asi, la aplicacion de

agitacion acorta la duracién de esta etapa al evitar que las MNPs se depositen.

v' pH de la fase dadora, que puede ser determinante en la extraccién de

analitos cuya estructura quimica se modifique con los cambios de pH.

v' Efecto salino en la disolucién de muestra: la adicion de sal a la fase dadora
puede afectar positiva o negativamente al porcentaje de extraccion. En algunas
aplicaciones se ha observado que al aumentar la viscosidad del medio con la presencia
de sal se reduce la eficiencia de extraccion. Sin embargo, en otros casos disminuye la

solubilidad de analitos polares favoreciendo su extraccion.

Los parametros de la etapa de desorcién que determinan la eficiencia de la

técnica son:

v Naturaleza del disolvente desorbente. Debe seleccionarse aquel disolvente que
consiga la desorcion cuantitativa de los analitos. Los mas utilizados son acetonitrilo,
metanol y acetona, aunque para la desorcién de compuestos con caracter acido se han

usado disolventes organicos en medio alcalino.

v" Volumen de desorbente, que viene determinado por la masa de MNPs.
Generalmente se requieren volimenes relativamente grandes de disolvente de
desorcién para alcanzar la desorciéon cuantitativa de los compuestos de interés, por lo
que es muy comun aplicar una etapa de secado y su posterior reconstitucién en un
volumen menor, y si fuera necesario usando otro disolvente compatible con el sistema

de medida.

v' Tiempo de desorcion. Se trata de un factor determinante de la reproducibilidad
del método. Normalmente se selecciona el menor tiempo que permite alcanzar la
eficiencia de desorcidn méxima. La aplicaciéon de energia externa como agitacion voértex

o ultrasonidos puede acelerar el proceso.

v El pH del medio de desorcion puede afectar para analitos cuya estructura
quimica varie con dicho parametro. El uso de medios fuertemente acidos o alcalinos
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puede degradar las MNPs dando lugar a turbidez en el extracto final que requerira
filtracion, por lo que la modificacion del pH solo se aplica cuando es estrictamente

necesario.

Los cuatro pardmetros que se ven influenciados entre si son la masa de MNPs, el
tiempo de adsorcién y el volumen de muestra y de desorbente. Normalmente, a mayor
volumen de fase dadora, con mayor cantidad de material adsorbente y tiempos de
extraccién mas largos, se alcanzan buenos porcentajes de extraccién. De igual modo, si
la masa de MNPs necesaria es grande, el volumen de desorbente también debera serlo

para conseguir la desorcion completa de los analitos.

4. Miniaturizacion y LC-MS

La identificacion y cuantificacion de los componentes que se hallan a nivel de
trazas en muestras de matriz compleja ha hecho que el acoplamiento de las técnicas
cromatogréficas con MS como detector, se haya convertido en la técnica mas usada, al
combinar la gran capacidad de separacién del sistema cromatografico con la
sensibilidad y la capacidad del sistema de deteccién para aportar informacion
estructural. Si ademas se combina el uso de técnicas miniaturizadas con equipos de
cromatografia y MS resulta una herramienta poderosa, generando aplicaciones muy

interesantes en diferentes campos como el clinico, alimentario, cosmético, forense, etc.

El andlisis de extractos de muestra obtenidos a través de procedimientos
miniaturizados mediante LC puede requerir una etapa intermedia si no se cumple la
condicién de compatibilidad. Para LC en modo de fase reversa, los disolventes en los
que se extraen los analitos deben ser compatibles con la fase mévil. Cuando se utilizan
disolventes de baja polaridad como los organoclorados, el extracto enriquecido con los
analitos debe ser evaporado para su posterior reconstitucion en un disolvente
compatible con la fase mévil o en esta misma. Cuando se usan ILs o disolventes menos
densos que el agua tales como 1-octanol, el extracto final es simplemente diluido con
un disolvente compatible con la fase mévil antes de su andlisis. La termostatizacién de
la columna cromatografica suele recomendarse para disminuir la viscosidad del

extracto inyectado, eluyendo asi mas facilmente.

El acoplamiento LC-MS resulta complejo ya que LC trabaja en fase condensada y
MS opera bajo vacio. Se requiere, por tanto, de una interfase que vaporice la fase
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movil y, ademas, ionice los analitos. El uso de fuentes de ionizacién a presiéon
atmosférica (API) ha convertido a LC-MS en un método de gran aplicabilidad por su

especificidad, sensibilidad y eficiencia [53]. Las técnicas APl mas usadas para LC son:

v’ lonizacion por electrospray (ES)): el flujo de fase movil se hace pasar por un
capilar de transferencia donde confluye con un gas (normalmente nitrégeno) a alta
velocidad para generar un aerosol, al tiempo que aplica un potencial de 3-4 kV. El
voltaje genera un cono de Taylor que, junto al flujo de gas, se rompe generando un
aerosol de gotas muy finas de disolvente de fase mévil conteniendo las moléculas de
los analitos. Como consecuencia del voltaje aplicado, estas gotas se encuentran
cargadas en su superficie. El disolvente se va evaporando, produciendo inestabilidad
electrostatica que rompe las gotas en otras de menor dimensién, lo que se conoce
como explosion de Coulomb. Por dultimo, el potencial genera una atraccion
electrostatica produciendo la ionizacién del analito. Los iones son dirigidos por el gas
hasta el analizador de masas, en el camino van sufriendo pequefas fragmentaciones
por colision, lo que hace que este tipo de ionizacidn sea apta tanto para biomoléculas
grandes como para moléculas fragiles térmicamente. Ademas, permite generar iones
multicargados a partir de grandes moléculas, como péptidos o proteinas [41]. La Figura
13 representa un esquema de la cadmara de la fuente ESI donde se produce la
ionizacion y la Figura 14 muestra los procesos a los que se somete el analito y la fase

movil en ESI.
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Fig. 13: Camara de ionizacion ES/ [54]

Fig. 14: Proceso que sufre el flujo de fase movil conteniendo los analitos en ES/ [54]

v’ lonizacion quimica a presion atmosférica (APC)): en este caso, la fase movil
conteniendo los analitos también se transforma en aerosol, pero el secado se produce
en un bloque calentado. A continuacion, es transportada por un gas inerte (hasta un

plasma generado por una corona de descarga. Los iones formados por el gas y los
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vapores de fase mévil generan la ionizacion de los analitos, como se muestra en las

Figuras 15y 16.
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Fig. 15: Camara de ionizacion por APCI [54]
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Fig. 16: Proceso que sufre el analito en APC/ [54]
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La eleccion de un tipo de fuente de ionizacién u otro depende de la naturaleza
de los analitos bajo estudio. Estas dos fuentes presentan diferentes ventajas e
inconvenientes. Ambas proporcionan espectros de masas de iones positivos y
negativos y son fuentes suaves que generan pocos fragmentos y, por tanto,
proporcionan poca informacion estructural. ESI produce iones multicarga, funciona bien
tanto con acidos como con bases, compuestos polares o heterodtomos. Al no utilizar
temperaturas demasiado elevadas, es posible el analisis de moléculas labiles. Sin
embargo, se pueden formar aductos con los tampones de la fase moévil, dependiendo

la velocidad del flujo y pH de la fase movil.

En cambio, la fuente APCI no depende de la fase movil. La reacciéon ion-molécula
se da a presion atmosférica y es posible el andlisis de moléculas de bajo peso
molecular no volatiles, ya que ioniza mas moléculas que ESI. Por otro lado, al trabajar

en fase gaseosa y a altas temperaturas, las moléculas labiles pueden descomponerse.

5. Miniaturizacion y GC-MS

Cuando el andlisis de extractos de muestra obtenidos a través de procedimientos
miniaturizados se realiza mediante GC, el disolvente del extracto debe ser volatil. Su
volatilizacion se lleva a cabo en el portal de inyeccidn del sistema GC, que es calentado
a una temperatura, condicionada por la temperatura de volatilizacién del disolvente,
para permitir su entrada al sistema. Usando una microjeringa se inyecta la muestra a
través de un septum en el interior de un /iner de vidrio albergado en la camara de
vaporizacién. El /iner se calienta a una temperatura superior a la de ebullicién de los
compuestos de interés, lo que garantiza su vaporizacion previa a la entrada en la
columna cromatogréfica, que podra llevarse a cabo de dos modos diferentes si se

emplea un inyector split/splitless (Figura 17):

v En modo split se ajusta el pardmetro denominado “split ratio’ para que sblo
pase a la columna una parte del volumen inyectado. Se suele emplear con muestras o

extractos muy concentrados o provenientes de matrices complejas.

v' En modo splitless entra el volumen completo vaporizado, aportando mayor

sensibilidad al método.
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v" En ambos modos de inyeccién es posible aplicar un pulso de presién (pulsed
split/splitless), aumentando el flujo del gas portador y, por tanto, incrementando la
presion en los primeros minutos de la separacién para que todo el volumen

vaporizado se transfiera a la columna.

Muestra

— Vilvula de purga

Entrada del
niraca ds: 9as del septum

portador, He

— Vilvula de split

Bloque metdlico
de calentamiento

Cdmara de
vaporizacién

liner de vidrio

//, Columna

Detector

Columna

Fig. 17: Inyector split/splitless

Por otra parte, el inyector de desorcion térmica (TD) es un sistema de
introduccion de la muestra para GC que asegura la transferencia de la muestra desde
extractos preconcentrados en fases sélidas o incluso en fases liquidas incompatibles
con GC, tales como los ILs. Se compone de dos unidades que, aunque pueden ser
independientes, se unen para asegurar la correcta transferencia de los analitos hasta la
columna de cromatografia, limitando a su vez posibles contaminaciones externas. Los

componentes del sistema de desorcidn térmica son:

v’ Unidad de desorcion térmica (TDU) (Figura 18). La muestra se sitla en un tubo
de transporte que a su vez actla como /iner. Una vez colocado en la TDU, el tubo se
bloquea herméticamente, se presuriza el sistema por entrada de helio y se calienta de

forma homogénea, precisa y rapida, a través de un sistema termoeléctrico, asegurando

46



Introduccion

la transferencia de todos los compuestos de interés a fase gas y al siguiente

componente del inyector.

Fig. 18: Unidad de desorcion térmica (TDU)

v Sistema de inyeccion en frio (C/S) también llamado inyector de temperatura
programada (PTV) (Figura 19). Este componente también cuenta con un /iner, de
didametro inferior al de la TDU y que puede estar relleno de distintos materiales para
favorecer el atrapamiento de los compuestos procedentes de la TDU. El CIS dispone de
un sistema de enfriamiento/calentamiento. Para alcanzar temperaturas inferiores a la
ambiental, se usa una unidad Peltier con enfriamiento liquido o refrigeracion criostatica
con N; liquido. La transferencia de muestra a la columna se consigue calentando el CIS
para volver a volatilizar los compuestos de interés, siendo arrastrados por el gas
portador al interior del GC. El CIS debe contar con una valvula tipo sp/it/splitless para
controlar las diferencias entre el flujo de gas que proviene de la TDU y el que

finalmente llega a la columna.

Fig. 19: Sistema de inyeccion en frio (CIS)
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El uso de sistemas de TD para GC en condiciones éptimas requiere el estudio de
diferentes variables que condicionan la sensibilidad del método. En los dos
componentes hay que elegir el flujo 6ptimo de gas, su presién y el modo de
desorcion. Cuando se aplica desorciéon en microvial en la TDU se optimizara la
temperatura inicial a la que se somete el microvial y el programa de calentamiento
completo para la liberacién de los analitos hacia el CIS. En el caso del CIS, se
seleccionarad una temperatura de enfriamiento para la retencién de los componentes de
interés y una velocidad de calentamiento hasta la temperatura final para la entrada a la
columna. Ademas, se optimiza el relleno del /iner para asegurar que los analitos se

retienen en el CIS mientras son liberados desde la TDU.

En el apartado anterior se comentaron las dificultades asociadas a la
combinacion LC-MS, no ocurre asi con el acoplamiento GC-MS que resulta mas
sencillo, ya que las caracteristicas que han de cumplir los compuestos para ser
separados mediante GC, alta volatilidad y estabilidad térmica, son las mismas
requeridas para producir un espectro de masas mediante las fuentes de ionizacién
usadas con este acoplamiento. El Unico problema que plantea la combinacion GC-MS
es que la separacion se produce a una presion ligeramente superior a la atmosférica,
mientras que el detector trabaja a alto vacio. El uso de helio o hidrégeno como fase
movil a caudales bajos y bombas de vacio de elevado caudal para mantener el nivel de

vacio requerido en el espectrémetro, soluciona el problema.

Existen dos métodos para producir la ionizacion de la muestra directamente
desde el estado gaseoso: la ionizacién por impacto electrénico (El) y la ionizacion

quimica (Cl).

En El las moléculas de la muestra se ionizan por accién de un haz de electrones
de alta energia, emitidos por un filamento incandescente y que son acelerados por
medio de una diferencia de potencial variable (5-10 eV) entre el filamento y la fuente
de iones. Se utiliza un campo magnético dispuesto paralelamente a la direccién de los
electrones para enfocarlos hacia una determinada trayectoria, de modo que describen
una trayectoria helicoidal hasta su llegada al dnodo. La Figura 20 muestra una fuente

de ionizacion El.
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aceleradora (-) =

Lente de
— enfoque (+)

Fig. 20: Fuente de ionizacion por impacto electronico [55]

En el contacto de los electrones acelerados con las moléculas de la muestra

(ABQ), éstas pueden sufrir diferentes procesos:

Pérdida de un electrén: ABC+e — ABC"+2¢e
Pérdida de dos electrones: ABC + e — ABC* + 3¢
Captura de un electron: ABC + e — ABC
Disociacion: ABC+e — AB*+C +e

La pérdida de un electron es el proceso mas probable, entre 1000 y 10000 veces
mas probable que el resto, de forma que el ion molecular serd principalmente ABC*.
Una vez ionizada o fragmentada la muestra, la aplicacion de un potencial eléctrico
elevado (1-10 kV) consigue la expulsiéon de los iones desde la fuente hasta el
analizador. Al trabajar a alto vacio, no se producen reacciones bimoleculares por lo que
el ion de mayor masa posible serd el ion molecular que corresponderd con el peso

molecular de la sustancia.

En Cl se utiliza un ion como agente ionizante, que transfiere su carga a la

molécula de muestra a través de una reaccién bimolecular. Se introduce metano a 1
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mm de Hg en la fuente de iones y los electrones ionizan fundamentalmente las
moléculas de metano produciendo ion metonio que, a su vez, reaccionara con las

moléculas de la muestra:
CHst + CHy — CHs* + CH3
CHs* + ABC — CH, + ABCH*

El ion generado presenta una unidad de masa méas que el ion molecular,
denominado ion cuasimolecular y no tiene apenas tendencia a descomponerse, por lo

que es el ion mayoritario.

6. Analizadores en MS

La eleccién del tipo de analizador en el sistema MS dependera tanto del objetivo
final del andlisis como de los compuestos de interés. Asi, podemos encontrar una
amplia gama de analizadores de masas hacia los que se dirigen los iones generados en
la fuente de ionizacién, y donde seran separados segun su relacién m/z cuadrupolo
simple o triple, trampa de iones, de tiempo de vuelo, de sectores magnéticos, basados
en transformada de Fourier, tipo Orbitrap e incluso la combinacién de dos de ellos en

tandem (MS?). A continuacion, se explican los de uso mas extendido [1,56].
6.1.  Cuadrupolo simple (Q)

Este analizador [1,56] estd compuesto por cuatro barras metalicas de seccién
circular colocadas en posiciones paralelas formando una circunferencia, de modo que
el haz de iones procedente de la fuente incida en el centro de esta configuracién. Cada
barra se conecta eléctricamente a su opuesta y entre los dos pares se aplica un voltaje
de radiofrecuencia (RF) al que se le impone otro de corriente continua (DC). Los iones
se transfieren por el cuadrupolo pero para una relacién especifica de los voltajes
aplicados, solo los iones de un valor m/z determinado consiguen llegar al detector. El
resto de iones seguiran trayectorias inestables, colisionando con las barras, por lo que,
variando dichos voltajes se permite la seleccién de un ion especifico o de un pequefio
rango de m/z (Figura 21). Para mejorar la sensibilidad de este analizador se puede
seleccionar el modo de monitorizacion de iones seleccionados (SIM), que aplica
voltajes constantes durante un tiempo determinado que van siendo modificados

secuencialmente para monitorizar diferentes iones. Asi, en el acoplamiento GC-MS se
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pueden seleccionar los voltajes a lo largo de la separacién segun el analito que se
espera que eluya de la columna. ESI ha sido uno de los analizadores mas usados en el
acoplamiento con GC por su bajo precio, robustez y sensibilidad en modo SIM. Sin
embargo, debido a la ausencia de iones fragmentados no resulta muy efectivo para

objetivos de confirmacién.

lones con
trayectoria
inestable Detector
—~"de iones
lones con
Fuente trayectoria
de iones estable

||I||\“ Tensiones de corriente
continua y radiofrecuencia

Fig. 21: Espectrometro de masas de tjpo cuadrupolar [56]

6.2. Triple cuadrupolo (QqQ)

El analizador QqQ es probablemente el mas ampliamente usado en los ultimos
ahos tanto para LC como para GC. Se compone de tres cuadrupolos dispuestos
linealmente (Figura 22). En el primer Q tiene lugar la seleccion de los iones precursores
por aplicacién de dos voltajes. En el segundo Q, también llamado celda de colisién, se
produce la fragmentaciéon de los iones transmitidos por el primer Q, por colisién del
ion seleccionado con un gas inerte, siendo focalizados con ayuda del gas de colisién
hacia el tercer Q, donde tiene lugar la seleccion de los iones producto. Todo el sistema

se encuentra sometido a alto vacio, evitando asi fragmentaciones indeseadas.
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Fig. 22: Espectrometro de masas de triple cuadrupolo

La deteccion se lleva a cabo midiendo los iones producto generados a partir de
cada ion precursor, trabajando en modo de monitorizacion de reacciones mdultiples
(MRM). La doble filtracién de iones permite catalogar el analizador QqQ como un
sistema MS en tandem (MS?), que aporta gran sensibilidad y selectividad por

eliminacién de iones interferentes, disminuyendo asi la relacién sefal/ruido del equipo.

Sin embargo, con este analizador se requiere para cada analito la optimizacion
de multiples pardmetros especificos y el ajuste periddico de las ventanas de tiempo.

Ademas, se debe disponer de los patrones de cada compuesto a analizar.
6.3. Trampa de iones (IT)

La IT se caracteriza porque tanto la ionizacién como la separacién y la deteccion
de los iones tiene lugar en el mismo espacio fisico. La trampa estd formada por tres
electrodos hiperbdlicos: uno anular y dos por encima y por debajo de este (de entrada
y de salida), como se muestra en la Figura 23. Este analizador puede combinarse
directamente con GC, pues los compuestos son eluidos en estado gas. Los iones
formados se retienen o expulsan de la trampa al detector segun su relacién m/z para
unos voltajes RF y DC dados, al igual que ocurre en el anterior analizador descrito. La
IT proporciona espectros de MS ricos en iones y con mucha informacién en modo de
barrido para un rango m/z determinado, a diferencia del cuadrupolo, y la sensibilidad
es muy elevada. Ademas, se pueden obtener espectros de iones producto, que resultan

muy Utiles para elucidacion estructural [1,56].
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Fig. 23: Analizador de masas tipo trampa de iones

6.4. Tiempo de vuelo (TOF)

El analizador TOF (Figura 24) consta de un acelerador de iones, un tubo en

forma de chimenea por el que ascienden los iones acelerados y un detector.

/ Reflector /<

L]
® L
Desde la o °
fuente de @
. . .y J .
lonizacion °®
—ly

Pulsador Detector

Fig. 24: Analizador de masas TOF

El potencial de aceleracion aplicado a todos los iones es el mismo, por lo que el

tiempo que tardan (tiempo de vuelo) en recorrer el tubo, es proporcional a su relacion
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myz Asi, se puede conocer la masa de un compuesto sin identificar, sin necesidad del
uso de patrones. Su resolucién puede verse influenciada por la diferencia de tiempo
que sufren los iones a la salida de la fuente y para evitarlo se pueden afiadir reflectores
para reenfocar los iones de la misma masa, o aumentar la altura de la chimenea y, por

tanto, el recorrido que sufren los iones [1,56].
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DLLME LC-QqQ-MS? para la determinacion de terpenos en bebidas alcohdlicas

Espectrometria de masas con triple cuadrupolo acoplada a
cromatografia liquida y microextraccion dispersiva liquido-liquido
para la determinacion de terpenos en bebidas alcohélicas
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Resumen

Se ha llevado a cabo la preconcentracién y determinacion de cinco
monoterpenos (linalool, geraniol, eugenol, carvacrol y timol) en bebidas alcohdlicas sin
necesidad de tratamiento previo de la muestra, usando microextraccion dispersiva
liquido-liquido (DLLME). Para ello, se inyectan 300 uL de CHCl; en 8 mL de bebida, no
siendo necesaria la adicion de disolvente dispersante, puesto que el propio etanol
contenido en la bebida alcohdlica actué como tal. La fase orgénica enriquecida se
evapor6 y el residuo se reconstituyd en 50 pL de agua. Este extracto se analizd
mediante cromatografia liquida en fase reversa, utilizando como fase mévil una mezcla
de acetonitrilo (conteniendo 0,1% de acido férmico) y una disolucion acuosa de acido
férmico al 0,1% en proporcién 25:75, acoplada a un espectrometro de masas de triple
cuadrupolo. Se evalud el efecto matriz, proponiendo la cuantificacion de las muestras
mediante el método de adiciones estandar. Los limites de deteccién estuvieron en el
intervalo de 0,003 a 1,5 ng mL", dependiendo del compuesto y la muestra. Se
encontraron factores de enriquecimiento entre 12 y 88. El método se validé6 mediante
estudios de recuperacion, obteniendo valores en el intervalo 76-128%. La precision, en
términos de la desviacion estandar relativa, fue inferior al 20%. Se analizaron ocho
muestras, detectandose los monoterpenos estudiados a concentraciones entre 04 vy

627 ng mL™".
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1. Introduccion

Los monoterpenos son compuestos altamente volatiles derivados del isopreno,
que se pueden encontrar a elevadas concentraciones en aceites esenciales de
diferentes tipos de plantas, tales como lavanda, citronela, rosa, menta, tomillo, orégano,
canela, clavo y nuez moscada. Gracias a su caracter antimicrobiano, antifingico,
antinflamatorio, antibacteriano y anticancerigeno [1], los monoterpenos resultan muy
beneficiosos para la salud. Debido a sus caracteristicas fisicoquimicas y volatilidad, son
frecuentemente usados en las industrias cosmética y alimentaria como componentes
aromaticos. Aunque no se han descrito efectos todxicos, excepto cuando se hallan a
concentraciones extremadamente elevadas, su determinacidon resulta de gran
importancia para evaluar las caracteristicas organolépticas y de calidad en alimentos y
bebidas. En este estudio, se analizaron diferentes tipos de bebidas alcohdlicas, que son
matrices complejas ya que, ademas de terpenos, contienen alcoholes, cetonas, ésteres,
sulfuros, compuestos nitrogenados, etc. Para ello, se requieren procedimientos
sensibles y especificos, puesto que los terpenos estdn presentes a bajas

concentraciones comparadas con otros compuestos.

Los monoterpenos son frecuentemente determinados mediante cromatografia de
gases (GC) debido a su volatilidad [2-9]. Por otra parte, se han desarrollado para
algunos de los analitos aqui estudiados, otros procedimientos basados en
cromatografia liquida (LC) usando deteccion con diodos (DAD) [1,10-17],
espectrometria de masas (MS) [15,18-25], fluorescencia [16,20,26] o deteccion

electroquimica [27].

Los métodos convencionales de preparacion de muestra basados en extraccién
en fase solida (SPE) [5,10,14,20] para la determinacion de terpenos consumen mucho
tiempo y grandes cantidades de disolventes. Las ventajas de las técnicas miniaturizadas
sobre las convencionales incluyen alta eficiencia de extraccion y sensibilidad, tiempos
de analisis mas cortos, menor consumo de disolventes, costes mas bajos, y, sobre todo,
son respetuosos con el medio ambiente. Para estos analitos se han propuesto varias
técnicas miniaturizadas, como son microextraccion en fase soélida (SPME) [6-8],
extraccion por adsorcién sobre barra agitadora (SBSE) [2], extraccién por adsorcion en
espacio de cabeza (HSSE) [3] y microextraccién en gota Unica (SDME) [13]. La técnica
de preconcentracion en fase liquida, microextraccion dispersiva liquido-liquido (DLLME)

se ha aplicado para la determinacién de monoterpenos en muestras alimentarias [28] y
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aceites esenciales [4,9]; sin embargo, no se ha encontrado ninguna aplicacion para la
determinacidén de estas especies en bebidas alcohdlicas. La aplicacion de DLLME en
este tipo de muestras, hace innecesario el uso de disolvente dispersante, pues su

propio contenido en etanol ya actua dispersando el disolvente extractante.

En este estudio, se ha utilizado espectrometria de masas en tandem (MS?) con
triple cuadrupolo (QqQ) en modo de monitorizacién de reacciones multiples (MRM)
acoplada a LC y DLLME como técnica de preparacidon de muestra para la determinacion
de cinco monoterpenos en diferentes tipos de bebidas alcohdlicas. Los analitos fueron
linalool, geraniol, eugenol, carvacrol y timol, cuyas estructuras moleculares se muestran
en la Figura 1.1 El acoplamiento LC-MS? con el analizador QqQ es una poderosa
metodologia debido a su alta robustez, exactitud, sensibilidad y selectividad,
proporcionando una identificacién de los compuestos inequivoca. Los resultados se

han validado mediante estudios de recuperacién.

HO
\X/\/L HO/\)\/\)\

Linalool Geraniol

OH

~o AN

Eugenol Carvacrol Timol

Fig. I.1: Estructuras moleculares de los monoterpenos estudiados

2. Materiales y métodos

2.1. Reactivos

Los disolventes acetonitrilo (AcN), metanol y cloroformo fueron de calidad HPLC
y obtenidos de Sigma (St. Louis, MO, EEUU). El agua usada fue previamente purificada
con un sistema Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, EEUU). Los estandares analiticos
linalool, eugenol, geraniol, timol y carvacrol se obtuvieron de Sigma-Aldrich (Steinheim,
Alemania). Se prepararon disoluciones individuales de los terpenos (500 ug mLT) en
metanol y se almacenaron en viales ambar a -20 °C. Diariamente se preparaban
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disoluciones diluidas en agua y se almacenaban a 4 °C. El acido férmico (FA) al 98% de

pureza se adquirié de Fluka (Buchs, Suiza).
2.2. Instrumentacion

Se utilizé un sistema Agilent (Waldbronn, Alemania) 1200 HPLC provisto de una
bomba binaria (G1312A) operando a temperatura ambiente. La columna cromatogréfica
empleada para la técnica en fase reversa fue una HS PEG-5 (15 cm x 0,46 ¢cm, 5 pm)
(Sigma-Aldrich). La fase mévil consistiéo en una mezcla de 25% AcN (conteniendo 0,1%
FA) y 75% de agua (0,1% FA). La velocidad de flujo fue de 0,5 mL min™. Se utilizaron
viales de 2 mL de capacidad provistos de microinsertos de 250 uL con pie polimérico

para la inyeccion de alicuotas de 20 L de las muestras mediante un automuestreador.

El espectrémetro de masas usado fue un triple cuadrupolo Agilent G6410A y el
desarrollo del método y la adquisicién de los datos se llevé a cabo usando el software
"Agilent Mass Hunter Data Acquisition”, tanto para analisis cualitativo como
cuantitativo. La fuente de ionizacion por electrospray (ESI) operaba en modo positivo,
con las siguientes condiciones: voltaje capilar, 4000 V; presién del nebulizador, 40 psi;
temperatura del gas de secado (nitrégeno), 350 °C y flujo del gas de secado, 9 L min-".
Se utilizé6 nitrégeno como gas nebulizador y de colision. El espectro de masas se
registré en el rango m/z 50-800 amu. Las transiciones MRM se optimizaron mediante
infusién directa en la fuente de ionizacién de disoluciones individuales de los analitos
de 10 pg mL™". Las condiciones seleccionadas para el voltaje del fragmentador y las
energias de colision (CE) se muestran en la Tabla I.1. La transicién mas sensible se
utilizd para la cuantificacion, mientras que el tiempo de retencién y las tres transiciones
MRM implicadas en la formacion de iones producto con los valores m/z méas elevados
se usaron para la identificacién de los compuestos. Se utilizé ionizacion en modo

positivo de la molécula protonada.

Se usé una centrifuga EBA 20 (Hettich, Tuttlingen, Alemania) aplicando la méxima
velocidad que permitian los tubos cénicos de vidrio, 3000 rpm. Para evaporar los

extractos, se utilizo el evaporador XcelVapTM (Horizon Technology, Salem, EEUU).
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Tabla I.1. Pardmetros del sistema LC-QqQ-MS? para los monoterpenos estudiados

. Peso Transiciones Voltaje del
Compuestos  tg (Min)  log Kon? CE (V)
molecular MRM (m/2) fragmentador (V)

Linalool 9,8 2,65 154,25 137 > 81° 80 5
137 > 95 60 10

137 > 79 60 20

Geraniol 11,4 2,50 154,25 137 > 81° 80 5
137 > 95 60 10

137 > 79 60 20

Eugenol 12,1 2,61 164,20 165 > 124 90 10
165 > 109 90 20

165 > 137 90 5

Carvacrol 22,1 343 150,27 151 > 109° 90 5
151 > 43 90 10

151 > 91 90 20

Timol 229 343 150,27 151 > 109° 90 5
151 2> 91 90 20

151 > 43 90 10

3Calculado a pH 7; PTransiciones usadas para cuantificacion

2.3. Muestras y procedimiento analitico

Se analizaron ocho muestras de bebidas comerciales: dos de whisky (40%
alcohol), ron (40%), brandy (40%), licor de avellana (20%), ginebra (40%), vino tinto
(13%) y vino mistela (13%). No fue necesario llevar a cabo ningun tratamiento previo a

las muestras.

Para la preconcentracién mediante DLLME, en un tubo coénico se depositaron 8
mL de bebida y 300 pL de cloroformo y se agitd la mezcla manualmente, obteniéndose
una disolucién turbia, debido al etanol que contenian las muestras. Esta disolucion se
centrifugd a 3000 rpm durante 3 min. El disolvente extractante sedimentd en el fondo
del tubo, se recogidé y se evapord hasta sequedad en el evaporador con una corriente
de argdn. Se reconstituyd el residuo con 50 pL de agua y se inyecté un volumen de 20
uL en el sistema LC usando el automuestreador. La calibraciéon con estandares acuosos
de los terpenos se llevé a cabo usando una mezcla de 6 mL de agua conteniendo los
terpenos y 2 mL de etanol (para simular la composicidon de las muestras), a la que se

anadio el cloroformo.
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Para los estudios de recuperacién, se fortificaron tres muestras de ron, brandy y
mistela, por duplicado, a tres niveles de concentracion (25, 100 y 500 ng mL"). Las
muestras fortificadas se dejaron reposar durante 1 hora a temperatura ambiente para
distribuir los analitos de forma adecuada y permitir que interactuasen con la matriz de

la muestra antes del analisis.

3. Resultados y discusion

3.1. Separacion cromatografica y condiciones de deteccion

Para optimizar la separacion en fase reversa (RP) de los monoterpenos, se
utilizaron varias columnas con diferentes fases estacionarias, incluyendo XDB-C18,
ODS2, polietilenglicol (PEG), asi como fases tipo ciano y amino. La fase estacionaria
PEG proporcioné la mejor separacidon cromatografica entre los picos de los analitos,

debido a su elevada polaridad.

Para la optimizacién de la fase movil, se seleccioné AcN como disolvente
organico, por su baja viscosidad, y mezclas con agua y FA en diferentes proporciones.
La mejor separacidn se consiguid trabajando en condiciones isocraticas y usando una
fase movil constituida por una mezcla de 25% AcN (0,1% FA) y 75% agua (0,1% FA), a
una velocidad de flujo de 0,5 mL min”. Usando esta fase movil, los tiempos de

retencidn estuvieron entre 9,8 y 22,9 minutos (Tabla I.1), sin solapamiento de picos.

El modo de ionizaciéon en la fuente de electrospray se optimizd usando un
barrido completo (full-scan) de cada analito, y todos los terpenos mostraron la méxima
sensibilidad en términos de area de pico, operando en el modo de ionizacién positivo,
siendo el ion precursor dominante el ion molecular protonado [M+H]*. La Tabla I.1
muestra los pardametros MS elegidos cuando se trabajé en modo MRM monitorizando
tres transiciones para cada analito. La Figura 1.2 muestra el cromatograma de iones
totales (TIC) obtenido a partir de una disolucion estandar, asi como los de iones
extraidos (EIC) para los monoterpenos estudiados. Aunque algunos de los compuestos
presentaban el mismo ion precursor y las mismas transiciones, esto no supuso ningun

problema para la cuantificacién puesto que eluian a tiempos de retencién diferentes.
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Fig. 1.2: Cromatograma de iones totales (TIC) y de iones extraidos de los monoterpenos

usando DLLME y LC-QqQ-MS obtenidos para una disolucion estandar de 100 ng mL™’

3.2. Optimizacion del procedimiento DLLME

El primer pardmetro estudiado para la etapa de microextraccién fue la naturaleza
del disolvente extractante, usando una mezcla de los estadndares a la concentracién de
100 ng mL™". Este disolvente debe tener un bajo punto de ebullicién, puesto que la
fase organica sedimentada sera evaporada y después reconstituida con un disolvente
compatible con RP-LC. Se ensayaron varios disolventes organicos menos densos que el

agua de forma que, al centrifugar, se separa la fase orgéanica quedando la gota sobre la
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fase acuosa: octano, isooctano, tolueno, 1-octanol, 1-undecanol, 1-dodecanol, 2-
propanol, 2-octanona y 2-undecanona, usando 150 pL del disolvente organico, 10 mL
de disolucién acuosa conteniendo los terpenos y 1 mL de AcN como disolvente
dispersante. Con isooctano y 2-propanol no se obtuvo fase organica discernible tras el
proceso de centrifugacién, mientras que tolueno, 2-octanona y 2-undecanona no
resultaron eficientes en la extraccion de los analitos. Aunque en términos de eficiencia
de extraccion, 1-dodecanol y 1-undecanol resultaron adecuados, los extractos
generados eran turbios y su recoleccion resulté dificil. Por otra parte, se ensayaron
también disolventes organicos mas densos que el agua, incluyendo tetracloruro de
carbono, cloroformo, diclorometano, 1,2-dicloroetano, 1,1,2,2-tetracloroetano y 1,1,2,2-
tetracloroeteno. Para todos ellos, al depositarse la fase organica en el fondo del tubo
conico, la recoleccion de la gota por medio de una microjeringa resultaba mucho mas
sencilla que con los anteriores extractantes. Se compard la eficiencia de extraccion de
estos disolventes, que resulté mas elevada para cloroformo y 1,2-dicloroetano. Sin
embargo, este Ultimo disolvente tiene una elevada temperatura de vaporizacion, por lo
que su evaporacién completa era dificil, siendo cloroformo seleccionado como

extractante.

El volumen del disolvente extractante se optimizé usando tanto una disolucion
estandar acuosa, como una muestra de bebida alcohdlica. Cuando se usaron
volimenes menores de 300 pL, las gotas obtenidas eran muy pequefias para las
bebidas con un elevado contenido de etanol. La mayor eficiencia de extraccion se
consiguid con 300 pL de cloroformo, y disminuyé con volimenes mas elevados debido

al efecto de dilucién, por tanto, se seleccioné un volumen de 300 pL.

El disolvente dispersante, que debe ser miscible tanto con el disolvente
extractante como con la fase acuosa, fue optimizado mediante la inyecciéon rapida de 1
mL de cada disolvente ensayado (acetona, metanol (MeOH), etanol y AcN) conteniendo
300 pL de CHCl; en 10 mL de disolucién acuosa de los estandares. Las eficiencias de
extraccién fueron mas elevadas para la mayoria de los analitos cuando se usaron
acetona y etanol como disolvente dispersante, como muestra la Figura |.3. Por tanto,
considerando que las muestras a analizar presentaban un contenido elevado de etanol

en su composicién, se selecciond este disolvente como dispersante.
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Fig. 1.3: Efecto de la naturaleza del disolvente dispersante en la eficiencia de extraccion

de los monoterpenos mediante DLLME

Se estudié el volumen de etanol entre 1 y 3 mL (correspondiendo a 13-40% de
etanol en el volumen final, simulando las muestras analizadas) y no se obtuvieron
variaciones de la sefial en este intervalo. Consecuentemente, ya que los valores
correspondieron a los porcentajes de alcohol en las muestras, la adicién de etanol a las
bebidas alcohdlicas se considerd innecesaria. Sin embargo, para preparar las
disoluciones estandar acuosas, se afadieron 2 mL de etanol para simular la

composicién de las muestras.

El volumen de la muestra se estudié en el intervalo de 5 a 10 mL, usando tres
muestras (whisky, ginebra y licor de avellana) fortificadas, a las cuales se afladieron 300
pL de cloroformo. Los resultados medios se muestran en la Figura 1.4, donde se
observa el aumento de las sefiales en todos los casos para el volumen de 8 mL de

bebida.

Una de las principales ventajas de la DLLME es la rapidez con la que se alcanza
el equilibrio tras unos pocos segundos de agitacion manual, por lo que el tiempo de
extraccion no fue estudiado. Finalmente, la mezcla se centrifugd durante 3 min a 3000

rom.
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Fig. 14: Efecto del volumen de muestra en la eficiencia de extraccion de los

monoterpenos mediante DLLME

3.3. Validacion del método y estudio del efecto matriz

El método se validé utilizando los pardmetros de intervalo de linealidad, limites
de deteccion y cuantificacion, recuperacion y precisién. Las gréficas de calibrado se
obtuvieron por regresion lineal de los datos obtenidos mediante DLLME combinada
con LC-QqQ-MS?, representando area de pico frente a concentracidon de analito,
usando cinco niveles de concentracion. La linealidad del método se ensay6 hasta 500
ng mL™" para todos los monoterpenos, obteniéndose un coeficiente de regresiéon R?

mayor que 0,98 en todos los casos.

Para investigar la posible existencia de efecto matriz, se aplicé el método de
adiciones estandar a las ocho bebidas alcohdlicas. Las pendientes obtenidas fueron
comparadas con las encontradas con estandares acuosos usando un ftest de medidas
repetidas (Tabla 1.2), confirmandose la presencia de efecto matriz, puesto que los
valores de “p” fueron mas bajos que 0,05 en la mayoria de los casos, al 95% de nivel
de confianza. Por tanto, se recomienda el método de adiciones estandar para la

cuantificacion de las muestras.
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La sensibilidad del método se evalud calculando los limites de deteccidon (LDs)
para una relacion sefal-ruido (S/N) de 3 y los limites de cuantificaciéon (LQs) para una
relacion S/N de 10. Se encontraron valores de LDs entre 0,53 y 1,5 ng mL' para
linalool; 0,003-0,09 ng mL" para geraniol; 0,03-0,38 ng mL" para eugenol; 0,04-0,95 ng
mL" para carvacrol y 0,04-0,90 ng mL" para timol, dependiendo de la muestra. Los
valores de los LQs variaron entre 1,7 y 50 ng mL™" para linalool; 0,01-0,3 ng mL™" para
geraniol; 0,1-1,2 ng mL" para eugenol; 0,13-3,1 ng mL" para carvacrol y 0,13-3,0 ng

mL" para timol.

Se calculd el factor de enriquecimiento (FE) del procedimiento de
microextraccion comparando las pendientes de calibracion obtenidas con estandares
acuosos en presencia y en ausencia de la etapa DLLME. Asi, los valores de FE fueron

12, 88, 75, 79 y 71 para linalool, geraniol, eugenol, carvacrol y timol, respectivamente.

Se calculd la repetitividad del método DLLME-LC-QqQ-MS? usando la desviacién
estandar relativa (RSD) de diez anélisis repetidos de una bebida fortificada con los
analitos al nivel de 100 ng mL". Los valores de RSD estuvieron en el rango de 10 a

12%.

Puesto que no se disponia de materiales de referencia certificados para validar el
método, la exactitud se calculé mediante estudios de recuperacién aplicados a tres
muestras diferentes (ron, brandy y mistela) fortificadas a tres niveles de concentracién

(25, 100 y 500 ng mL™"). Las recuperaciones variaron entre 76 y 128% (Tabla I.3).
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Tabla 1.3. Estudios de recuperacion (%) de los terpenos en bebidas alcohdlicas fortificadas

Nivel de fortificacion

Compuesto Ron Brandy Mistela
(ng mLT)

Linalool 25 120 119 83
100 115 88 80

500 99 102 98

Geraniol 25 117 79 119
100 80 101 93

500 101 99 102

Eugenol 25 121 76 120
100 78 106 88

500 101 98 102

Carvacrol 25 119 99 133
100 76 99 93

500 101 101 103

Timol 25 117 90 128
100 76 100 92

500 100 100 102

3.4. Anadlisis de las muestras

El procedimiento propuesto se aplicd a la determinacién del contenido de
monoterpenos en ocho muestras de bebidas alcohdlicas. No se encontraron picos de
compuestos interferentes a los tiempos de retencion de los analitos, que se
identificaron mediante comparacién de los tiempos de retencidn, sus transiciones y las
relaciones entre las transiciones obtenidas en las muestras y las disoluciones estandar.
La Tabla 1.4 muestra los contenidos de monoterpenos encontrados. En la muestra de
ginebra se encontré una concentracion elevada de linalool, siendo los contenidos
mucho mas bajos en el resto de muestras. También se identificaron eugenol y geraniol
en la mayoria de las muestras, aunque a bajos niveles. Carvacrol y timol se encontraron
a muy bajas concentraciones en un pequefio nimero de muestras. Las concentraciones
de terpenos encontradas fueron similares a las descritas en publicaciones previas en

referencia a los niveles de geraniol y linalool en vinos [5,7] y eugenol en bebidas [16].
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Tabla 1.4. Contenidos? de monoterpenos en bebidas alcohdlicas (ng mL™)

Muestra Linalool Geraniol Eugenol Carvacrol Timol
Licor de avellana ND ND ND ND ND
Vino tinto ND ND 54+6 0,43+0,03 1,00,2
Whisky 1 2143 7,5£0,9 9,8+1,2 ND ND
Whisky 2 3915 2,503 6,5+0,8 ND ND
Brandy 6,2+0,7 1,5+0,2 6,7£0,8 ND ND
Mistela ND ND 6,4+0,8 2,0£0,2 ND
Ron ND 0,53+0,07 2,310,3 ND ND
Ginebra 627+75 85+11 ND 1,1£0,1 6,9t1,0

3Valor medio * desviacién estandar (n=3); ND significa no detectado

En la Tabla 1.5 se muestra una comparacién del método desarrollado con otros
previamente publicados para los analitos aqui estudiados. La sensibilidad mas elevada
se consigue con el método propuesto, con un bajo consumo de muestra. La
preconcentracion de la muestra mediante DLLME se caracteriza por el bajo consumo
de tiempo y de disolventes organicos. Ademas, el uso de MS? proporciona una

inequivoca identificacion de los analitos.
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4. Conclusiones

El acoplamiento LC-QqQ-MS? se ha aplicado por primera vez para la
determinacién de cinco monoterpenos en bebidas alcohdlicas, con un rapido
tratamiento de preconcentracién de la muestra mediante DLLME. La técnica de
microextraccidn consigue altos factores de enriquecimiento usando pequefias
cantidades de disolventes organicos y de muestra. Los datos obtenidos en el modo
MRM, junto con los tiempos de retencién, permiten una precisa identificacién de los

analitos, siendo asi el método aplicable al control de calidad de terpenos en bebidas

alcohdlicas.
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DLLME-GC-MS para la determinacion de terpenos en uvas

Diferenciacion de terpenos libres y glicosilados en uva mediante
microextraccion dispersiva liquido-liquido y cromatografia de gases

acoplada a espectrometria de masas

enzimatica

| Hidrdlicis~ | !_D,_,_ME| ccms |

10 mL extracto

+ 0,5% NaCl (m/v) 1. Tampon pH 5 1,5 mL AcN +
2. Enzima AR-2000 250 pL CHCI,
3.24 h, 40 °C
Msie <2
—_—. Centrifugacion 2 uL

10 mL extracto - —————
+ 0,5% NaCl (mpv) | Fase libre |

Resumen

En este trabajo se analizaron 15 terpenos en sus formas libres y glicosiladas en
diferentes variedades de uva, empleando la técnica microextraccién dispersiva liquido-
liquido (DLLME) combinada con cromatografia de gases y espectrometria de masas
(GC-MS) en modo de monitorizaciéon de iones seleccionados (SIM). El tratamiento de la
muestra de uva incluyd una etapa previa de extraccion desde la matriz sélida, hidrdlisis
enzimatica para la liberacion de los terpenos enlazados y, por Ultimo, la
preconcentraciéon de los analitos mediante DLLME. La cuantificaciéon de las muestras se
realiz6 mediante calibracién con estandares acuosos. Los limites de deteccion se
encontraron entre 9 y 49 ng g'. Se realizaron ensayos de recuperacién para validar el
método, con resultados comprendidos entre 75 y 115%. La precisién, calculada en base
a desviacion estandar relativa de medidas repetidas, fue inferior a 12% en todos los
casos. Se analizaron cuatro variedades de uva Moscatel, siendo cuantificados los

terpenos aromaticos en el intervalo 52-470 ng g™ en las fracciones libre y enlazada.
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1. Introduccion

Las caracteristicas organolépticas de la fruta en general, y de la uva en particular,
estan relacionadas con su contenido tanto en compuestos aromaticos volatiles libres,
como con los no volatiles, por hallarse enlazados quimicamente al azicar de la fruta.
Légicamente, las formas quimicas unidas a azlcares no influyen en las caracteristicas
olfativas de la fruta. Los compuestos glicosilados pueden ser hidrolizados
mecanicamente durante el proceso de vinificacién de la uva, o mediante diferentes
tipos de hidrdlisis. Los compuestos responsables del aroma en uva son, entre otros,
monoterpenos, sesquiterpenos, norisoprenoides, derivados del acido siquimico o del
benceno, alcoholes alifaticos, compuestos de azufre, compuestos carbonilicos, acidos,

ésteres y lactonas [1].

El andlisis del contenido total de terpenos permite conocer el origen de la uva,
su estado de maduraciéon, su variedad [2] e incluso si es mas recomendable su
consumo como uva de mesa o para la produccién de vino. La bibliografia recoge
diferentes métodos analiticos para la determinaciéon de terpenos en uva, contemplando
en todos los casos la cuantificacion de sus formas libres [3-18], pero no siempre las
formas glicosiladas. Para liberar los compuestos enlazados, se han desarrollado
diferentes procedimientos de glicélisis [3], basados en hidrélisis enzimética [5,12-18] e
hidrélisis acida [6,7]. El uso de cepas de levaduras Saccharomyces cerevisiae ha

proporcionado muy buenos resultados para la liberacidén de terpenos glicoconjugados

(8].

Puesto que los terpenos suelen estar presentes a bajos niveles de concentracion
(ng g") y las muestras de uva son matrices complejas, se requieren procedimientos de
extracciéon que eliminen las posibles interferencias y sean, por tanto, selectivos y
sensibles. Los procedimientos tradicionales de tratamiento de muestra, como la
extracciéon en fase sélida (SPE) [5,7,8,13-21], consumen grandes volimenes de
disolvente organico, siendo largos y tediosos en su aplicacién. En los ultimos afos,
para la determinacion de terpenos se han aplicado técnicas miniaturizadas, como la
microextraccion en fase soélida en espacio de cabeza (HS-SPME) [4,9,11,12,19,22-25],
extraccion por adsorcion sobre barra agitadora (SBSE) [10,26], extraccién por adsorcion
en espacio de cabeza (HSSE) [27], extraccién en fase solida dispersa (DSPE) [28] y
microextraccién dispersiva liquido-liquido (DLLME) [29]. El andlisis de los extractos
obtenidos se lleva a cabo generalmente mediante cromatografia de gases (GC)
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acoplada a deteccion mediante espectrometria de masas (MS) [4-19,21-28], teniendo
en cuenta la alta volatilidad de los terpenos, aunque también se han separado

mediante cromatografia liquida (LC) [20,29].

En este capitulo, se presenta la primera aplicacion de la técnica de
preconcentracién DLLME acoplada a GC-MS para la determinacién de quince terpenos,
cuyas estructuras moleculares se muestran en la Figura Il.1. El procedimiento
desarrollado incluye una etapa de hidrdlisis que permite la cuantificacion de los
analitos en sus formas libres y glicosiladas. El método DLLME-GC-MS se caracteriza por

su facil aplicacion y rapidez, obteniéndose muy buenos pardmetros de sensibilidad.
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Fig. II.7: Estructuras moleculares de los terpenos estudiados
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2. Materiales y métodos

2.1. Reactivos

Se utilizaron etanol, acetonitrilo (AcN) y cloroformo de alta calidad de Sigma (St.
Louis, MO, EEUU) y un sistema Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, EEUU) para purificacién
del agua. Los estédndares analiticos de 6xido de linalool, éxido de rosa, a-terpineol,
nerol, geraniol y eugenol se obtuvieron de Fluka (Buchs, Suiza), limoneno de Sigma-
Aldrich (St. Louis, EEUU), y mirceno, alcohol bencilico, linalool, 2-feniletanol, citronelol y

citral se obtuvieron de Acros Organics (Geel, Bélgica).

Los reactivos usados en el pretratamiento de la muestra fueron lactona del acido
D-gluconico, polivinilpolipirrolidona (PVPP), citrato trisédico dihidratado, dihidroégeno
fosfato de potasio, cloruro de sodio y acido ortofosférico (85%) de Sigma. La hidrdlisis
enzimatica se llevé a cabo utilizando un preparado comercial AR-2000 con actividad

glucosidasa, obtenido de Gist Brocades (Seclin, Francia).
2.2. Instrumentacion

Los compuestos aromaticos se separaron en un sistema GC Agilent (Waldbronn,
Alemania) HP 6890 empleando una columna HP-5MS Ul (30 m x 0,25 mm d.i, 0,25
um), utilizando helio como gas portador a una presidn constante de 7 psi, e
inyectando 2 pL de muestra en modo sp/it/ess. La temperatura del inyector se mantuvo
a 250 °C y la del detector a 280 °C. Se estableci6 un programa de horno
incrementando la temperatura desde 60 hasta 140 °C a una velocidad de 3 °C min™,
que daba lugar a un tiempo de analisis de 27 min [15], quedando resueltos los picos

cromatograficos de todos los terpenos entre 6 y 22 minutos.

Se empled un espectrémetro de masas (Agilent 5973 N) con ionizacién por
impacto de electrones (El) aplicando 70 eV como energia ionizante, y escaneando en el
rango m/z de 40 a 600. El voltaje del multiplicador de electrones fue de 1300 V. Las
temperaturas del cuadrupolo y de la fuente de iones se mantuvieron en 150 y 230 °C,
respectivamente. Con objeto de mejorar la sensibilidad del método se trabajé en modo
de monitorizacion de iones seleccionados (SIM) usando un ion principal y tres iones
secundarios. La identificacion de los analitos se llevd a cabo comparando los tiempos
de retencion de los iones principales y las relaciones de abundancias entre cada ion

secundario y el principal para las disoluciones estandar, las muestras y las muestras
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fortificadas. La Tabla Il.1 muestra los tiempos de retencién de los terpenos, los iones

monitorizados y las relaciones de abundancia entre ellos.

Tabla II.1. Tiempos de retencion y valores m/z de los iones monitorizados

Compuesto tg (min) T Q1 Q2 Q3 Q1/T Q2/T
Mirceno 6,51 41 93 69 91 95,2 77,0
Limoneno 7,79 68 67 93 79 75,5 73,4
Alcohol bencilico 8,31 79 108 107 77 92,0 60,4
Oxido de linalool Il 9,34 59 94 93 68 45,9 37,2
Oxido de linalool | 9,91 59 94 93 68 449 34,8
Linalool 104 71 93 80 67 78,1 29,5
Oxido de rosa |l 10,8 139 69 83 67 51,9 26,7
2-Feniletanol 10,9 91 92 122 65 531 24,5
Oxido de rosa | 11,4 139 69 83 67 53,2 24,8
a-Terpineol 14,0 59 93 121 136 68,8 52,7
Citronelol 15,6 69 67 82 68 45,8 29,3
Nerol 15,6 69 67 93 68 38,6 26,7
Geraniol 16,7 69 93 68 67 22,4 17,5
Citral 17,5 69 84 53 94 23,6 16,6
Eugenol 21,2 164 77 103 149 43,9 398

T: ion principal, Q: iones secundarios, Q/T: relacién iones secundario/principal

Para triturar las muestras de uva se empled un molino de bolas Dangoumau con

nitrdgeno liquido. Para centrifugar se utilizd una centrifuga Eppendorf modelo 5810R

(Hamburgo, Alemania) y un agitador orbital (IKA, Staufen, Alemania).

2.3. Muestras y procedimiento analitico

Las muestras analizadas se cultivaron en el Instituto Murciano de Investigacién y

Desarrollo Agrario y Alimentario (IMIDA, Murcia, Espafa) correspondiendo a la especie

Vitis vinifera Moscatel de Hamburgo y fueron muestreadas durante la cosecha de 2017.

Las variedades seleccionadas fueron de la sociedad murciana de Investigacion vy

Tecnologia de Uva de Mesa (ITUM) 2, 3, 13 y 15, cuyas caracteristicas se recogen en la

Tabla I1.2. Las muestras de uva fueron congeladas a -20 °C hasta su andlisis.
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Tabla 11.2. Variedades de uva analizadas

Caracteristicas ITUM 2 ITUM 3 ITUM 13 ITUM 15
Color Blanca Blanca Blanca Roja
Sabor Moscatel ligero Neutro Moscatel ligero  Moscatel
Textura (Newtons) Crujiente: Crujiente: Crujiente: Crujiente:

22 - 24 21 -24 21 -24 20 - 23
Calibre (mm) 18 - 21 19 - 22 19 -22 18 -23
indice de fertilidad 0,8 -1,2 08-1,1 10-1,2 16-18
Peso de racimo (g) 450 - 600 500 - 650 500 - 650 350 - 500
Periodo de Final junio — Mitad junio -  Mitad agosto —  Final julio —
recoleccion Mitad septiembre  Mitad octubre  Mitad octubre Mitad agosto

Para eliminar interferencias de otros compuestos presentes en la matriz, se
realizd una etapa de extraccion y limpieza [15]. Las muestras recién sacadas del
congelador y mantenidas en nitrégeno liquido se trituraron en un molino de bolas.
Seguidamente, en un vaso de precipitados se pesaron 7,5 g del polvo obtenido de la
trituracion en frio, y se afladieron 30 mL de agua y 75 mg de lactona del &cido D-
glucénico, que actué como inhibidor de la actividad de la glucosidasa, evitando asi la
descomposicidn natural de los compuestos aromaticos glicosilados. La mezcla se agité
mediante un agitador orbital durante 15 min a 4 °C, y se centrifugd a 9000 rpm
durante 20 min, manteniendo una temperatura constante de 4 °C. El sobrenadante se
filtr6 por duplicado con lana de vidrio, afadiéndose al filtrado 150 mg de PVPP, para
eliminar los altos niveles de compuestos fendlicos capaces de inhibir la actividad
glucosidasa, que a continuacién se agitdé nuevamente durante 15 min y se centrifugd

durante 10 min.

De este Ultimo extracto filtrado y limpio se tomaron dos alicuotas de 10 mL para
distinguir entre el contenido de terpenos en sus formas libre y enlazada. Para la
fraccion libre, una de las alicuotas se coloco en un tubo de vidrio de fondo cénico en
el que previamente se habia pesado 0,5 g de NaCl. Seguidamente, por medio de una
microjeringa se inyectd rapidamente una mezcla conteniendo 1,5 mL de AcN y 250 pL
de cloroformo. Se observd la turbidez producida por la dispersion del disolvente
extractante, siendo las microgotas del mismo, ya enriquecidas con los terpenos,
agregadas de nuevo tras la centrifugacién a 3000 rpm durante 3 min y manteniendo la
mezcla refrigerada a 4 °C. La fase sedimentada de cloroformo se recogié usando una

microjeringa y 2 pL fueron inyectados directamente en el sistema GC-MS.
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Para la determinacién del contenido total de terpenos, la otra alicuota del
filtrado (10 mL) se sometié a un tratamiento previo de hidrdlisis enzimatica [13-15],
que consistié en la adicion de 200 mg de la enzima comercial AR-2000, 0,5882 g de
citrato trisédico dihidratado y 0,2722 g de dihidréogeno fosfato de potasio, siendo el pH
ajustado a 5 con acido ortofosférico. La mezcla se mantuvo durante 24 h a 40 °C para
permitir el transcurso de la reaccién de hidrdlisis. Finalmente, se aplico el
procedimiento DLLME previamente descrito. Los resultados obtenidos del analisis de
este extracto, junto con los encontrados para los terpenos en su forma libre,
permitieron conocer el contenido de los compuestos en su forma glicosilada en las

muestras. Todas las muestras fueron analizadas por triplicado.

Debido a que no se disponia de material de referencia certificado para la
validacion del método, se realizaron estudios de recuperacion mediante adiciones
estandar a la uva ITUM 2 a dos niveles de concentracion, 150 y 250 ng g™'. Para ello, la
muestra se fortifico después de su molienda y se dejé reposar durante 1 h a 4 °C,

antes de proceder al andlisis siguiendo el protocolo previamente descrito.

3. Resultados y discusion

3.1. Optimizacion del procedimiento DLLME

Se llevaron a cabo experimentos preliminares con objeto de aplicar el
procedimiento DLLME optimizado en el Capitulo | de esta Tesis Doctoral para la
determinacién de terpenos en bebidas alcohdlicas [29], aunque empleando etanol
como dispersante, cuya adicién pudo ser omitida para las bebidas alcohdlicas por su
contenido natural en alcohol. Sin embargo, cuando se aplicd el procedimiento DLLME
al extracto de uva sometido a hidrodlisis enzimatica, aparecia un precipitado blanco que
enturbiaba la fase de cloroformo, impidiendo su inyeccién en el sistema GC-MS. Se
realizaron diferentes ensayos con objeto de evitar la aparicion del residuo sélido en la
fase extractante. Para ello se probaron otros disolventes extractantes (diclorometano y
tetracloruro de carbono), asi como otros disolventes dispersantes (AcN, metanol y
acetona). Se comprobd que el etanol era el responsable de la turbidez y que de las
distintas combinaciones extractante/dispersante, los mejores resultados los

proporcionaba la mezcla cloroformo/AcN, que fue por tanto seleccionada.
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Manteniendo un volumen de muestra de 10 mL, se aplicé un disefio ortogonal
Taguchi para estudiar la influencia sobre la eficiencia de extraccién mediante DLLME de
tres factores (cada uno de ellos a tres niveles): volimenes de los disolventes
extractante y dispersante y fuerza idnica de la fase acuosa. Para ello, se us6é una
disolucion de muestra fortificada con los analitos a 50 ng mL". Los niveles estudiados
para cada factor fueron: volumen de cloroformo (250, 300 y 350 L), volumen de AcN
(0,5, 1,5y 2,5 mL), y concentracion de cloruro sédico (0, 0,5y 1% (m/v)). Los efectos de
los tres factores estudiados sobre la eficiencia media de extraccion de los terpenos se
muestran en la Figura 1.2, donde puede comprobarse que la sefial analitica disminuye
cuando aumenta el volumen de extractante, debido al efecto de dilucién. Los niveles
centrales ensayados para las otras dos variables proporcionaron la mayor sensibilidad

para todos los compuestos.

2000

1500

1000

Media de valores x 104
8
o

250 300 350 05 1.5 25 0 0,5 1

Volumen de CHCI; (ul) Volumen de AcN (mL) Concentracion de NaCl (% m/v)

Fig. I.2: Efecto de tres factores en la eficiencia de extraccion mediante DLLME de los

terpenos.

Las condiciones seleccionadas corresponden a 250 pL de cloroformo, 1,5 mL de

AcN y 0,5% (m/v) de NaCl en extracto acuoso de muestra.
3.2. Hidrolisis enzimatica

Como ya se ha indicado anteriormente, los compuestos aromaticos se
encuentran en la uva en proporciones importantes enlazados a los azlcares propios de
la fruta, es decir, glicosilados. Para su determinacion y también para mejorar el caracter
organoléptico de la uva usada para vinificacidon, es necesaria la glicolisis de los
compuestos enlazados. Diferentes procedimientos de hidrdlisis han sido propuestos

con este objetivo: hidrélisis enzimatica con pectinol [16-18], con la enzima comercial
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AR2000 [5,12-15], o con glicosidasas de origen vegetal o microbiano, como las

levaduras [8], ademas de una hidrélisis acida [6,7].

Estudios previos han demostrado que la enzima comercial AR2000 proporciona
una hidrdlisis mas especifica de los monoterpenos, y con mayor rendimiento que otras
enzimas, como, por ejemplo, las de origen microbiano [12]. Por otro lado, Schneider y
colaboradores observaron que la hidrélisis &acida de terpenos produce un
reordenamiento de la disposicion de los anillos aromaticos, dando lugar a compuestos

diferentes [13].

Teniendo en cuenta los resultados previos obtenidos por otros autores, se optd
por llevar a cabo la hidrélisis de los terpenos usando la enzima comercial AR2000.
Aunque la separacion de las formas libre y enlazada ha sido propuesta mediante SPE,
para llevar a cabo la hidrdlisis directamente en el extracto de fase enlazada [12,13], en
el procedimiento aqui desarrollado se preconcentra mediante DLLME el extracto de la
fruta sin y con hidrolisis previa, de modo que la fraccién de fase enlazada se obtiene

por diferencia.
3.3. Validacion del método y estudio del efecto matriz

Para estudiar la posible presencia de efecto de la matriz, se aplicé el método de
adiciones estandar a dos muestras de uva (ITUM 2 y 15), a cinco niveles de
concentracién comprendidos entre 20 y 400 ng g'. Las gréficas de calibracién se
obtuvieron representando el area de pico versus concentracion, y las pendientes
obtenidas se compararon con las encontradas mediante calibracién con estandares
acuosos (Tabla II.3). La aplicacion de un test ANOVA proporcion6 valores de "p”
superiores a 0,05, concluyendo que no existian diferencias significativas entre las
pendientes de adiciones estdndar a las muestras y calibracion acuosa. Por tanto, la

cuantificacion de las muestras se llevd a cabo frente a estandares acuosos, evitando asi

el uso del laborioso método de adiciones estandar.
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Tabla 11.3. Pendientes? de calibracién acuosa y de adiciones estandar a dos muestras (g ng™)

Compuesto Calibraciéon acuosa Uva ITUM 2 Uva ITUM 15
Mirceno 216176119224 263135+9167 183247+18305
Limoneno 239778412263 20424918586 22153418005
Alcohol bencilico 79969+6816 110232+16937 81230+8162
Oxido de linalool I 8448313408 798747727 84005+3605
Oxido de linalool | 83892+3864 8005046601 8451313441
Linalool 209426+12877 223325+16687 182879+17588
Oxido de rosa I 125798+2583 192632+3279 16583918781
2-Feniletanol 21197845781 249999+27380 182808112762
Oxido de rosa | 9931515742 198311+11008 100412+10735
a-Terpineol 15197516081 135605+10212 154271+5698
Citronelol 10945514526 7526712142 8473914071
Nerol 785231862 6516714056 55870+3262
Geraniol 212543+15391 246275+29116 223603+18732
Citral 173396+10321 177951+5843 2018877709
Eugenol 16788519599 177846113343 186647+9853

aValor medio * desviacién estandar (n=6)

Los limites de deteccién (LDs) y cuantificacion (LQs) se calcularon para una

relacién sefial/ruido (S/N) de 3 y 10, respectivamente. Los valores de LDs se

encontraron entre 9 y 49 ng g’ que correspondieron a alcohol bencilico y mirceno,

respectivamente (Tabla 11.4).

El andlisis consecutivo de diez alicuotas de una muestra de uva enriquecida con

todos los analitos a 200 ng g permitié estimar la repetitividad del método DLLME-

GC-MS. Los valores de desviacion estandar relativa (RSD) se hallaron entre 1,7 y 12%,

lo que denota una buena precisién del método.
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Tabla 11.4. Caracteristicas analiticas del método DLLME-GC-MS

Compuesto Rango de linealidad (ng g) D2 (ng g°7) LQ" (hg g')  RSDC (%)
Mirceno 150-400 49 164 8,4
Limoneno 70-400 24 79 8,3
Alcohol bencilico 25-400 9 31 12
Oxido de linalool I 50-400 15 51 35
Oxido de linalool | 50-400 20 65 4,9
Linalool 50-400 18 60 2,9
Oxido de rosa Il 50-400 19 62 3,0
2-Feniletanol 25-400 12 41 8,1
Oxido de rosa | 50-400 18 60 4,0
a-Terpineol 70-400 27 90 3,2
Citronelol 100-400 30 100 37
Nerol 70-400 27 90 1,7
Geraniol 100-400 36 119 43
Citral 50-400 20 67 6,5
Eugenol 50-400 18 60 4.4

2Calculado para S/N=3; PCalculado para S/N=10; <n=10

Se llevaron a cabo estudios de recuperacién para verificar la exactitud del
método, fortificando las muestras de ITUM 2 y 15 a los niveles de concentraciéon de

150 y 250 ng g™". Los porcentajes de recuperacion variaron entre 75y 115% (Tabla I1.5).

96



DLLME-GC-MS para la determinacion de terpenos en uvas

Tabla II.5. Porcentajes de recuperacién para dos muestras de uva

Compuesto Nivel de fortificacion (ng g™) ITUM 2 ITUM 15
Mirceno 150 75 96
250 97 98
Limoneno 150 84 84
250 114 100
Alcohol bencilico 150 114 83
250 115 101
Oxido de linalool II 150 92 87
250 107 105
Oxido de linalool | 150 84 93
250 104 108
Linalool 150 114 77
250 102 99
Oxido de rosa Il 150 89 88
250 105 104
2-Feniletanol 150 110 115
250 115 112
Oxido de rosa | 150 85 93
250 102 103
o-Terpineol 150 81 92
250 105 103
Citronelol 150 94 90
250 104 99
Nerol 150 95 86
250 104 101
Geraniol 150 113 80
250 109 99
Citral 150 97 90
250 111 101
Eugenol 150 91 83
250 106 99

3.4.

Analisis de las muestras

El método optimizado se aplicd al andlisis de cuatro muestras de uvas tipo

Moscatel, diferenciando entre las fracciones libres y enlazadas de los terpenos. Los

resultados obtenidos se muestran en la Tabla Il.6.

Solo se detectaron seis de los compuestos estudiados: alcohol bencilico, 2-

feniletanol, geraniol, linalool y 6xido de linalool | y Il. Salvo geraniol y linalool, el resto
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de monoterpenos detectados mostraron concentraciones mucho mas altas para las

formas glicosiladas, como previamente ha sido descrito [3,14].

Los contenidos mas altos correspondieron a linalool en forma libre (359-470 ng
g™") en todas las muestras [3]. En medio acido, como ocurre en la hidrélisis enzimatica
aplicada en este método, el linalool se transforma a a-terpineol por ciclacién, a
hidroxilinalool por hidrataciéon en la séptima posicion y a geraniol y nerol por una
transicion nucledfila 1,3-alilo [3]. Estos resultados estuvieron en concordancia con la
bibliografia, que identifica a linalool como el principal aroma de la uva Moscatel

[12,21,25], puesto que tiene un tipico aroma floral.

Los contenidos totales de monoterpenos en la fase libre fueron de 359, 370, 441
y 470 ng g para las muestras ITUM 2, 3, 13 y 15, respectivamente. Mientras las
concentraciones totales para los terpenos glicosilados fueron 439, 662 y 223 ng g

para ITUM 2, 3 y 13, respectivamente; mientras que en ITUM 15 no se encontraron

niveles cuantificables de terpenos enlazados.

Tabla 11.6. Contenidos® (ng g™') de terpenos en uvas analizadas por DLLME-GC-MS

Compuestos Fraccion ITUM 2 ITUM 3 ITUM 13 ITUM 15
Alcohol bencilico Libre ND ND ND NQ
Enlazada 155 + 14 198 + 15 223 £ 13 NQ
Oxido de linalool Il Libre NQ ND ND ND
Enlazada 52 +1 ND ND ND
Oxido de linalool | Libre ND NQ NQ NQ
Enlazada 127 + 4 464 + 18 ND ND
Linalool Libre 359 + 1 370 £ 3 441 + 9 470 £ 4
Enlazada ND ND ND ND
2-Feniletanol Libre ND ND ND ND
Enlazada 105 + 7 NQ NQ NQ

aValor medio + desviacién estandar (n=3). ND, no detectado. NQ, no cuantificado

En la Figura 11.3 se representa un cromatograma de iones totales (TIC) obtenido

de una muestra de uva fortificada con los analitos a 200 ng g™".
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Fig. I1.3: Cromatograma de iones totales obtenido para la muestra ITUM 2 fortificada a
200 ng g’'. Los picos corresponden a: 1, mirceno, 2, limoneno; 3, alcohol bencilico, 4,
oxido de linalool Il: 5, oxido de linalool I 6, linalool 7, oxido de rosa Il 8 2-feniletanol;
9 oxido de rosa I 10, a-terpineol; 11, citronelol; 12, nerol 13, geraniol; 14, citral; 15,

eugenol

La identificacion de los analitos se llevé a comparando los tiempos de retencién
del ion principal y las relaciones de abundancia entre los iones cualificadores y el

principal en las disoluciones estandar, en las muestras y en las muestras fortificadas.

4. Conclusiones

La técnica DLLME ha demostrado su capacidad para la preconcentracién de
quince terpenos relacionados con las caracteristicas organolépticas de la uva, de forma
sencilla, rapida y con un minimo consumo de disolventes organicos. La combinacion de
DLLME con GC-MS ha proporcionado analisis con un alto grado de sensibilidad y
selectividad. La hidrélisis enziméatica de las muestras aplicada de forma previa a la

preconcentracién posibilita la diferenciacién de las fracciones de los terpenos en forma
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libre y glicosilada. El tratamiento de la uva simplifica la matriz, pudiendo cuantificar las

muestras frente a estadndares acuosos.
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IL-DLPME-GC-MS para la determinacion de CBs en muestras medioambientales

Generacion /n situ de un liquido i6nico en microextraccion dispersiva
en fase liquida para la determinacion de clorobencenos en muestras
medioambientales mediante desorcion térmica-cromatografia de

gases-espectrometria de masas

Mpipve | | ™ ] Mecms |
N o A 275 L [CMImIC +
‘,—Agu.ar ///;_ . I. <= 310 pL Li[ENsz]
T S (e 10 mL
Fe < ", N muestra

e

10 mL Microgota de
IL enriquecida

sobrenadante

2,5 g muestra +
15 mL CH;COONH,
(0.5 M, pH 4)

Resumen

Se propone un procedimiento de microextraccién dispersiva en fase liquida
(DLPME) con generacion /n situ del liquido idénico (IL) extractante para la
preconcentracién de diez clorobencenos. El analisis del IL enriquecido se lleva a cabo
de forma directa mediante cromatografia de gases con espectrometria de masas (GC-

MS) usando desorcion térmica (TD) en microviales.

El método desarrollado se aplicé al analisis de muestras medioambientales de
aguas y suelos. Los clorobencenos fueron aislados de la matriz sélida del suelo en
disolucién reguladora alcalina aplicando extraccion asistida por ultrasonidos. Se
optimizaron todos los factores que afectaban tanto a la eficiencia de la etapa IL-
DLPME, como a la desorcién térmica. La cuantificacién de las muestras de agua se
realizé6 mediante calibracién con estandares acuosos, mientras que se aplicé el método
de adiciones estandar para la cuantificacion de clorobencenos en suelos, al detectarse
efecto matriz en las muestras. Los limites de deteccidén estuvieron en los intervalos 0,5-

7,2 ng L'y 8,4-252 ng kg™, para aguas y suelos, respectivamente.
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1. Introduccion

Los clorobencenos (CBs) son compuestos quimicos ampliamente utilizados como
repelentes, disolventes, intermedios de reaccidn, componentes de fluidos dieléctricos y
en la fabricacion de desodorantes y fluidos de transferencia de calor en colectores de
energia solar. Todas estas fuentes y emisiones provocan que una gran cantidad de los
CBs alcancen diferentes compartimentos medioambientales, siendo adsorbidos por las
particulas sedimentadas, contaminando aguas, suelos y, debido a su volatilidad,
también la atmodsfera. Los tratamientos generales de aguas de depuradora no
consiguen eliminar estos compuestos completamente. Por ello, animales y humanos
pueden estar expuestos a los CBs por inhalacién e ingestion, con la consiguiente
acumulacién en el tejido adiposo, favorecida por sus altos valores de log K,y (entre

3,18 y 5,6, segun el compuesto) [1,2].

A los multiples efectos téxicos que se han atribuido a estos compuestos, se
suman su caracter persistente, bioacumulativo, migratorio y, en consecuencia, de dificil
eliminaciéon del medioambiente [1,2]. Su nivel de toxicidad aumenta con el nimero de
atomos de cloro contenidos en el anillo bencénico; asi, hexaclorobenceno (HCB)
presenta la mayor toxicidad y representa el mayor peligro medioambiental, siendo
clasificado como carcinogénico por la Agencia Internacional de Investigacién sobre el
Cancer (IARC) [3]. Incluso se ha regulado para este toxico el contenido maximo
permisible en aguas a través de la Directiva Europea 2008/105/EC [4] en 0,05 ng mL™.
Los CBs han sido encontrados en diferentes muestras medioambientales como en
atmosfera [1,2,5], en aguas de distinta procedencia [6-27], lodos de depuradora,

sedimentos y suelos [24,26,28-36].

Los analisis para control medioambiental de CBs han sido realizados
mayoritariamente mediante cromatografia de gases (GC) acoplada a diferentes sistemas
de deteccidn, tales como detecciéon por ionizacién en llama (FID) [6,7,14,29], detector
de captura de electrones (ECD) [17,19,20,22,30-32] y espectrometria de masas (MS)
[5,8-13,18,21,23-28,34-37]. Sin embargo, también se ha utilizado la cromatografia

liquida (LC) [15,16] para la separacién de los compuestos.

La mayoria de las determinaciones de CBs en muestras sélidas, como los suelos,

requieren una etapa previa de extraccion. Las técnicas mas empleadas para este
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propdsito han sido extraccion acelerada con disolventes (ASE) [30], extraccién con agua

subcritica presurizada (PSWE) [35] y extraccién asistida por ultrasonidos (UAE) [32-34].

Con el proposito de limpiar y/o preconcentrar la muestra, se han utilizado
procedimientos clasicos de preparacion de muestra, tales como extraccion en fase
sélida (SPE) [5,21], extraccion liquido-liquido (LLE) [18] y extraccidn Soxhlet [5], para la
cuantificacion de CBs. Sin embargo, estos procedimientos han ido siendo sustituidos
por técnicas de microextraccion, por ser mas sencillas, limpias y con un bajo consumo
de disolventes toxicos. La bibliografia recoge aplicaciones de los procedimientos
miniaturizados, microextracciéon en fase sélida (SPME) [22—-28], microextraccion en fase
solida magnética (MSPE) [19,33], extraccidn por adsorcion sobre barra agitadora (SBSE)
[11,34,35], extraccidon por adsorcién en espacio de cabeza (HSSE) [13] y otras basadas
en microextraccion en fase liquida (LPME) [6,14,31], como microextraccion en gota
Unica (SDME) [7-10,15,29], emulsificacién asistida por ultrasonidos (USAEME) [12],
dispersiva en fase liquida (DLPME) [16] y dispersiva liquido-liquido (DLLME) [20].

Los liquidos idnicos (ILs) han sido empleados como disolventes extractantes en la
preconcentracién de CBs mediante SDME [7-9,15,29] y DLPME empleando calor para
dispersar la fase extractante [16], ofreciendo diversas ventajas frente a los disolventes
organicos clorados comunmente utilizados. En este Capitulo se presenta un nuevo y
rapido procedimiento basado en la generacion /n situ del IL extractante. Las dos
propiedades mas importantes que caracterizan a los ILs, les confieren simultdneamente
ventajas e inconvenientes. Asi, debido a su alta estabilidad térmica, resultan
incompatibles con los sistemas GC empleando inyectores convencionales, por lo que se
hace necesario el uso de otros sistemas de inyeccion. Por otro lado, por su baja
volatilidad, pueden ser sometidos a altas temperaturas, permitiendo la evaporaciéon de
los analitos y su entrada en la columna GC, mientras que el IL no es inyectado en la
columna. El analisis de compuestos preconcentrados en ILs mediante GC se ha llevado
a cabo empleando sistemas de inyeccion disefiados y construidos en el laboratorio
(home-made) [7,38] o sistemas comerciales, de entre los que destacan el sistema de
desorcién térmica (TD) [8,9]. Para la inyeccidon por TD en microvial, el IL se introduce en
un microvial (que puede tener un volumen de hasta 150 uL) y este, a su vez, dentro de
un tubo de desorcién térmica, y todo el conjunto se somete a un programa de
temperatura en la unidad de desorcion térmica (TDU), donde los analitos se evaporan y

un gas portador los impulsa al inyector de temperatura programada (PTV) [13,39],
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donde se concentran antes de entrar en la columna. Debido a su elevado punto de
ebullicién, el IL permanece en el microvial tras la etapa de calentamiento, por lo que se
puede utilizar un volumen grande de IL sin que esto incremente los LDs del método.
Ademas, se evitardn picos cromatograficos propios de los disolventes extractantes

inyectados.

En este Capitulo, se han determinado tres diclorobencenos (1,4-diclorobenceno
(1,4-DCB), 1,3-diclorobenceno (1,3-DCB) y 1,2-diclorobenceno (1,2-DCB)), tres
triclorobencenos (1,3,5-triclorobenceno (1,3,5-TCB), 1,2,4-triclorobenceno (1,2,4-TCB) y
1,2,3-triclorobenceno (1,2,3-TCB)), dos tetraclorobencenos (1,2,4,5-tetraclorobenceno
(1,2,4,5-TeCB), y 1,2,3,5-tetraclorobenceno (1,2,3,5-TeCB)), pentaclorobenceno (PCB) y
HCB en aguas y suelos mediante IL-DLPME combinada con TD-GC-MS. El tratamiento
de los suelos incluydé una etapa de UAE previa a la de preconcentracién. Las estructuras

moleculares de los diez CBs estudiados se representan en la Figura III.1.

Cl cl cl
cl
Cl
Cl
1,4-DCB 1,3-DCB 1,.2-DCB
cl cl cl
cl cl
o cl Cl
Ci
1,3,5-TCB 1,24-TCB 1,2,2-TCB
cl cl of cl
cl Cl Cl Cl Cl
cl cl cl cl cl Cl
cl o cl
1,2,4,5-TeCB 1,2,3,5-TeCB PCB HCB

Fig. Ill.1: Estructuras moleculares de los CBs estudiados
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2. Materiales y métodos

2.1. Reactivos

Los CBs 1,4-DCB (299%), 1,3-DCB (98%), 1,2-DCB (99%), 1,3,5-TCB (99%), 1,2,4-
TCB (299%), 1,2,3-TCB (99%), 1,2,4,5-TeCB (299%), 1,2,3,5-TeCB (98%), PCB (98%) y HCB
(98%) se obtuvieron de Sigma (St. Louis, MO, EEUU). Se utilizé 2,3,6-tricloroanisol (99%,
2,4,6-TCA) como estandar interno (IS). Se prepararon disoluciones separadas de cada
analito en acetonitrilo (Lab-Scan, Dublin, Irlanda) a concentraciones comprendidas
entre 1000 y 2000 mg L' y se almacenaron a 4 °C. La disolucion de concentracién
intermedia (100 mg L), conteniendo todos los analitos, se prepard en agua purificada,

gue se obtuvo usando un sistema Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, EEUU).

Los reactivos catidnicos y anidnicos para generar /n situ el IL extractante fueron
cloruro de 1-hexil-3-metilimidazolio ([C¢MImM]CI), cloruro de 1-octil-3-metilimidazolio
([CeMIm]CI), cloruro de 1-decil-3-metilimidazolio ([CioMIm]CI), cloruro de 1-dodecil-3-
metilimidazolio ([C;,MIm]Cl) y bis(trifluorometil) sulfonilimida de litio (Li[NTf,]), servidos
por loLiTec (Heilbronn, Alemania). Se prepararon disoluciones 1 M de cada uno de los
reactivos en agua purificada. Las combinaciones de Li[NTf,] con los citados cloruros de
imidazolio generaron los ILs ensayados como extractantes, cuyas estructuras aparecen

en la Fig. Ill.2.

+
et HiC A~ ~UN N
1-hexil-3-metilimidazol \f \CH3

— — | Bis((trifluorometil)

f—% . . .
i . I\f \N+ sulfonil)imida
1-octil-3-metilimidazol H3C\/A\//\/\\/. % \CHs -
- = NTf,
B [\
i Timi H.C NN
1-decil-3-metilimidazol [H3 N N e N N N N~ ~eH

3

: i i A ]
1-dodecil-3-metilimidazol HSC\/\/\//\/(\V//\/N\%N\CH
3

Fig. Ill.2: Ligquidos ionicos ensayados
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Se utilizd acetato amoénico de Fisher Scientific (Loughborough, Reino Unido) y
acido acético de Fluka Chemie (Buchs, Suiza). El helio usado como gas portador en GC

(99,9999% de pureza) fue de Air Liquide (Madrid, Espaiia).
2.2. Instrumentaciéon

El sistema de introduccién de muestra en el cromatdégrafo de gases estaba
compuesto de una unidad de desorcion térmica (TDU-2) equipada con un
automuestreador (MPS-2), un inyector de temperatura programada (PTV o CIS-4) de
Gerstel (Mulheim an der Ruhr, Alemania). La separacidén cromatografica se llevd a cabo
en un GC Agilent 6890N (Agilent, Waldbronn, Alemania) acoplado a un espectrémetro
de masas de cuadrupolo simple Agilent 5973, con fuente de ionizacion inerte. Las
condiciones experimentales para la introduccién de muestra y la separacion de los
analitos en el sistema GC-MS aparecen en la Tabla Ill.1. La elucion de los CBs tiene
lugar entre los tiempos de retencion 4,74 y 7,98 min, correspondiendo a 1,4-DCB vy

HCB, respectivamente (Tabla 111.2).

Tabla I1I.1. Condiciones experimentales del sistema TD-GC-MS

TDU
Modo Splitless
Programa de Temperatura 50-280 °C a 250 °C min', mantenido 7,6 min
Flujo del gas de desorcion Helio, 35 mL min~t
Cis
Modo Venteo de disolvente (“solvent vent”)
Liner Empaquetado con Tenax, 2 mm d.i.
Programa de Temperatura 15-313 °C a 530 °C min™', mantenido 3,8 min
GC-MS
Columna capilar HP-5MS, 5% difenil-95% dimetilpolisiloxano
(30 m x 0,25 mm, 0,25 pm)
Gas portador Helio, 1 mL min-
Programa de horno 40 °C, mantenido 1 min
40-125 °C a 30 °C min™!, mantenido 1,5 min
125-255 °C a 100 °C min!, mantenido 3 min
Modo de adquisicion SIM
Temperatura de la linea de 300 °C

transferencia

Temperatura del cuadrupolo 150 °C

Temperatura de la fuente de 230 °C

ionizacién

Modo de ionizacion Modo de impacto de electrones (70 eV)
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Los compuestos se cuantificaron en modo de monitorizacion de iones
seleccionados (SIM) para mejorar los LDs, los iones utilizados se recogen en la Tabla
[1.2. La identificaciéon de los compuestos se confirmd inyectando estdndares acuosos,
muestras y muestras fortificadas, y comparando sus tiempos de retencion y las
relaciones de abundancia de los iones secundarios respecto del ion principal para cada

compuesto.

Tabla Ill.2. Caracteristicas de los CBs

Compuesto tg (min) log Kow Peso lones monitorizados
molecular (m/2)

1,4-DCB 4,74 3,18 147,00 111 (45), 746, 148 (72)
1,3-DCB 4,79 3,18 147,00 111 (45), 746, 148 (75)
1,2-DCB 4,98 3,18 147,00 111 (37), 746, 148 (66)
1,3,5-TCB 577 3,79 181,44 780, 182 (99)
1,2,4-TCB 6,05 3,79 181,44 780, 182 (99)
1,2,3-TCB 6,25 3,79 181,44 780, 182 (99)
1,2,4,5-TeCB 6,78 4,39 215,88 214 (80), 276
2,4,6-TCA (IS) 6,95 3,20 211,47 181 (20), 195 (56), 270
1,2,3,5-TeCB 6,98 4,39 215,88 214 (76), 276

PCB 744 4,99 250,32 248 (63), 250, 252 (66)
HCB 7,98 5,60 284,77 249 (24), 284 (80), 286

Los nimeros en cursiva corresponden al ion principal. Los valores entre paréntesis representan el

porcentaje de abundancia de los iones secundarios respecto del ion principal.

Se utiliz6 una centrifuga Unicen 21 (Alresa, Madrid, Espafia) con capacidad para 4
tubos de 100 mL, para el tratamiento de los suelos, y una centrifuga EBA 20 (Hettich,
Tuttlingen, Alemania) de 8 tubos de 15 mL de capacidad, para la ruptura de la
emulsidon generada en la etapa IL-DLPME. Para el tratamiento UAE del suelo se requirié
un procesador ultrasénico UP 200H (Dr. Hielscher, Teltow, Alemania), equipado con una

sonda de titanio (7 mm d.i.) a 200 W de potencia.
2.3. Muestras y procedimiento analitico

- Muestras de agua. se utilizaron 4 muestras de agua (de rio, nieve y otras dos
de uso agricola), todas procedentes del sureste de Espafia. Se recogieron volimenes de
alrededor de 200 mL en recipientes ambar, a su llegada al laboratorio se filtraron a

vacio a través de filtros de membrana de nylon 0,45 pm y se almacenaron a 4 °C hasta
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su analisis. Para ello, se colocaron 10 mL de muestra en un tubo de vidrio de fondo
conico, anadiéndose el estandar interno (2,4,6-TCA) a la concentracion de 50 ng mL™.
Seguidamente, se anadieron de forma separada 275 pL de una disolucién de [CeMIm]CI
1T My 310 uL de Li[NTf,] 1 M. La formacion del liquido iénico en el seno de la
disolucién acuosa generd una emulsién formada por finas gotas de IL, permitiendo la
rapida transferencia de los CBs. Esta dispersién se rompié por centrifugacién durante 2
min a 3000 rpm, depositandose una microgota, de aproximadamente 40 puL, de IL
enriquecida con los CBs, la cual se recogié usando una microjeringa. Se depositaron 40
WL del extracto de IL en un microvial, que se colocé en un tubo de desorcion para ser
transferido a la TDU, donde se aplico el programa de calentamiento optimizado (Tabla

[1.1) que permitid el analisis GC-MS.

- Muestras de suelo: Se analizaron cuatro suelos agricolas del sureste de Espafa
(A, B, Cy D). Estos suelos se caracterizaron, recogiéndose sus propiedades en la Tabla
[11.3. La toma de muestra se realizd en los 20 cm mas superficiales de suelo, se secaron
al aire durante toda la noche a temperatura ambiente, se trituraron manualmente y se
tamizaron usando un tamiz de 2 mm. Por Ultimo, se almacenaron en un lugar fresco y

seco hasta su analisis.

Tabla 111.3. Caracteristicas de los suelos analizados

Parametros Suelo A Suelo B Suelo C Suelo D
Arcilla (%) 31,7 29,5 46,7 32,9
Limo (%) 23,0 24,7 33,5 30,2
Arena (%) 453 45,8 19,8 36,9
Nitrégeno total (%) 0,17 0,13 0,08 0,51
Carbono organico total (%) 1,81 1,09 0,72 1,80
pH?3 7,77 7,85 7,95 7,30
Conductividad? (uS cm™) 6430 3870 1320 7300

3Valores medidos para extractos acuosos (1:1) a 25 °C

Para la etapa UAE, se pesaron 2,5 g de muestra en un tubo Falcon de 40 mL, y
se afnadieron 15 uL de 2,4,6-TCA de 50 ug mL™' y 15 mL de una disolucién reguladora
de acetato amoénico 0,5 M de pH 4, ajustado con acido acético. Seguidamente, se
sumergié la sonda de ultrasonidos directamente en la mezcla durante 50 s y operando

con pulsos de 0,5 s y 105 um de amplitud. A continuacién, la suspension se centrifugd
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durante 4 min a 4000 rpm, y se tomaron 10 mL de la disolucién sobrenadante, para
proceder a la etapa de preconcentracion IL-DLPME previamente descrita para muestras

de aguas.

Con fines de validacion, se usé como material de referencia certificado CRM143
(BNAs — Sandy Loam 1) obtenido de Sigma-Aldrich. Se analizd dicho material por
triplicado aplicando el método UAE-IL-DLPME combinado con TD-GC-MS para
comprobar la exactitud del método. Los extractos UAE fueron diluidos adecuadamente
teniendo en cuenta los contenidos certificados en CBs (5410+578 y 1460+181 ug kg™
para 1,2-DCB y 1,4-DCB, respectivamente).

3. Resultados y discusion

3.1. Optimizacion del procedimiento de extraccion de suelos

En la bibliografia se encuentran diferentes formas de extraccion de CBs desde
matrices de suelo usando tanto disolventes organicos [30,32,35] como disoluciones
acuosas tamponadas y conteniendo sales en altas concentraciones [29,34,36]. Para
optimizar el tratamiento de suelos, se utilizaron 50 mg del material de referencia
certificado, y dado que solo contenia dos de los CBs de interés, se fortificd con el resto
de los analitos a 80 ng g'. Con el objetivo de preconcentrar el extracto obtenido
mediante IL-DLPME, se ensayaron las siguientes disoluciones acuosas: HCI 0,2 M (pH 2)
conteniendo 1,5 y 30% m/v de KCl y NaCl, respectivamente [29], KCI 20% m/v (pH 7)

[36] y reguladora de acetato amoénico 0,5 M de pH 4 ajustado con acido acético.

En todos los casos se afiadieron 10 mL de fase extractante, la mezcla se sometid
a agitacién vortex durante 10 min y la disolucidon sobrenadante se recuperd tras la
centrifugacién a 6000 rpm durante 3 min. Cada extracto asi obtenido, se someti6 a
preconcentracién mediante IL-DLPME, que habia sido previamente optimizada. Como
muestra la Figura 1.3, la disolucion reguladora de acetato amonico proporcioné las

recuperaciones mas altas.
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Fig. Il.3: Estudio de diferentes disoluciones extractantes

Seguidamente, se estudié el efecto del pH de la disolucién reguladora de
acetato amoénico desde 2 hasta 9, empleando 4acido acético o amoniaco segun
correspondiese. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura lll.4 y, como puede
comprobarse, la eficiencia de extraccion aumenté hasta pH 4, disminuyendo para

valores de pH superiores, por lo que se selecciond un pH de 4.

25

2.0

Area relativa

0.5

0.0 -
w5, ,o@

KO O B B O W
2 Sge Sxe ? W

‘9/\ 5\
\ \l ’\ '\’L‘ ’\l\

Fig. I11.4: Efecto del pH en la eficiencia de extraccion

Por otra parte, se estudié la influencia de la aplicacion de energia externa
durante la etapa de extraccion mediante energia de microondas (usando un horno

doméstico durante 20 s a 800 W o un digestor a través de un programa que
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incrementaba la potencia desde 0 hasta 200 W en un minuto, que era mantenida
durante 15 min), energia de ultrasonidos (a través de una sonda directamente
sumergida en la mezcla muestra:disolucién extractante durante 30 s y operando con
pulsos de 0,5 s y 105 pm de amplitud), calentando en un bafio de agua a 60 °C
durante 5 min, aplicando agitacién voértex durante 10 min y, finalmente, la combinacién
de agitacién vortex y ultrasonidos. La aplicacion de energia de ultrasonidos
proporciond los mejores resultados de eficiencia de extraccién, por lo que se
selecciond este tipo de energia. Ademas, se estudid el efecto del tiempo de aplicacion
en el intervalo de 10 a 90 s (Figura IIl.5). En términos de sensibilidad, el tiempo de 50 s

proporciond los mejores resultados para la mayoria de los CBs.
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Fig. IIl.5: Estudio del tiempo de extraccion mediante UAE

El efecto de la masa de suelo fue estudiado entre 50 mg y 3 g, empleando el
CRM fortificado con los CBs no certificados en el material a 80 ng g'. Las areas de
pico para todos los analitos se vieron incrementadas al aumentar la masa hasta 2,5 g,
manteniéndose practicamente constantes para valores de masa superiores, por lo que

se eligio la masa de 2,5 g.
3.2. Optimizacion del procedimiento IL-DLPME

Para obtener la maxima sensibilidad, se evalud el efecto de las diferentes

variables que afectan a la técnica IL-DLPME.
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La bibliografia muestra aplicaciones de ILs como disolventes extractantes en
SDME, requiriéndose largos tiempos de extraccion debido a la limitada area de
contacto entre las fases dadora y aceptora. Por otro lado, la disgregacion del IL en el
seno de la disolucién acuosa aplicando calor ha acortado el tiempo de andlisis [16]. Se
propone en este Capitulo la generacién /n situ del IL en el seno de la disolucién de la
muestra a través de una reaccion de metatesis. El IL se forma ya disgregado, de modo
que la preconcentraciéon se acelera sin necesidad de usar disolvente dispersante, como

en DLLME convencional, o aplicar energia externa.

Se han generado /n situ diferentes ILs, utilizando en todos los casos NTf, como
componente aniénico por adicion de 200 pL de una disolucion 1 M de Li[NTf,],
seguidamente afadiendo 200 pL de las disoluciones 1 M de [C¢MIm]CI, [CsMIm]C],
[C1oMIM]CI o [C1,MIM]CI, sobre 10 mL de una disolucion acuosa de los estandares a 50
ng mL". La extraccion tuvo lugar de forma instantanea, por lo que, tras unos pocos
segundos de agitacion manual, se procedié a la centrifugacién de la mezcla durante 2
min a 3000 rpm. Se recuperaron volimenes de IL sedimentado en el rango 20-50 L,
dependiendo del IL formado; lo que se podria atribuir a que la longitud de la cadena
alquilica del IL influye en su solubilidad en agua. Las eficiencias de extraccion mas altas
se obtuvieron, como muestra la Figura [ll.6, con el IL [C¢MIm][NTf,] formado, vy,

considerando su relativa baja polaridad, fue seleccionado como disolvente extractante.
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Fig. l11.6: Efecto de la naturaleza del IL en la extraccion de los CBs
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Una vez seleccionado el IL, se llevé a cabo un estudio multivariante mediante un
disefio Taguchi para estudiar el efecto de tres factores (cada uno de ellos a tres
niveles) sobre la eficiencia de preconcentracion: volumen de fase acuosa (6, 8 y 10 mL)
volumen de IL (300, 500 y 700 uL), y concentraciéon de NaCl en la fase acuosa (0, 2 y
3% m/v). El disefio dio lugar a nueve experimentos. La fase acuosa empleada fue una
disolucién conteniendo los analitos a 50 ng mL". Los volumenes de IL ensayados
corresponden al volumen total proporcionado por mezclas 1:1 de sus componentes
iénicos.

Los resultados obtenidos aparecen en la Figura Ill.7, permitiendo concluir que la
mejor sensibilidad en términos de area de pico se consiguié con el mayor volumen
ensayado de fasea acuosa (10 mL) y con 500 uL de IL. Sin embargo, se observa un
descenso de la sefal al afadir cloruro sédico en todo el intervalo estudiado, por lo que

se descarto la adicion de sal.
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Fig. Ill.7: Efecto del volumen de muestra, volumen de IL y concentracion de NaCl

en la eficiencia de IL-DLPME.

El tiempo de extraccidon no se incluydé en el estudio, puesto que el equilibrio se
alcanzd practicamente de forma instantdnea. La centrifugacion se establecié a 3000
rpm durante 2 min, condiciones que proporcionaron una separacion eficiente de la fase

enriquecida.

La formacién y el volumen recuperado de IL se puede ver afectado por la
relacién estequiométrica entre sus componentes idnicos. En consecuencia, se estudio la
proporcion apropiada usando un disefio central compuesto (CCD; o = 1,5; 4 puntos

cubicos; 4 puntos axiales y 4 puntos centrales). Se estudio el rango de 125 a 275 pL de
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la parte catidnica [C¢MIm]*, frente a la relacion [NTf,]/[CeMIm]* entre 0,75-1,65. Este
estudio generd 16 experimentos, recogidos en la Tabla Ill.4, donde se muestran los
volumenes afadidos de ambos componentes del IL, la relacion entre ellos y el volumen
final de IL. Se puede observar que, mayoritariamente, los valores centrales probados

del IL total formado estuvieron en el rango de 400 y 500 L.

Tabla 111.4. Disefio CCD para el estudio de la relaciéon entre los componentes iénicos del

IL formado
Ensayo Volumen de Relacién Volumen de Volumen de
[CeMIm]* (L) (INTf,]/[CeMIm]*) [NTf]" (ub)  [CeMIm]INTf,] (uL)
1 150 1,5 225 375
2 200 1,2 240 440
3 150 09 135 285
4 250 0,9 225 475
5 250 1,5 375 625
6 200 1,2 240 440
7 200 1,2 240 440
8 200 1,2 240 440
9 200 0,75 150 350
10 125 1,2 150 275
11 200 1,2 240 440
12 200 1,2 240 440
13 275 1,2 330 605
14 200 1,65 330 530
15 200 1,2 240 440
16 200 1,2 240 440

Como se muestra en la Figura I11.8, las respuestas maximas fueron obtenidas con
un volumen de 275 pL del catién [CeMIm]* y la relacion 1,12, lo que corresponde a 310
UL de la parte anidnica [NTf,]". Estas condiciones permitieron la recuperaciéon de un

volumen de gota enriquecida de 40 pL.
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Fig. 111.8: Diserio CCD para el estudio de la proporcion entre las partes ionicas del IL

3.3. Condiciones de desorcion térmica

Con objeto de introducir en el sistema GC-MS los CBs preconcentrados mediante
IL-DLPME, usando una microjeringa se colocaron 40 pL de IL sedimentado en un
microvial y se sometid6 a desorcién térmica. La fase de IL enriquecida se obtuvo
mediante preconcentracion IL-DLPME de 10 mL de una disolucién acuosa de los CBs a
50 ng mL" bajo las condiciones experimentales optimizadas. Para estudiar el efecto de
los pardametros mas influyentes en esta etapa, se aplicé un disefio CCD (a = 1,5; 4
puntos cubicos; 4 puntos axiales y 4 puntos centrales). Las tres variables consideradas y
los intervalos en los que fueron estudiadas fueron tiempo de desorcién (0,5-9,5 min),
temperatura de desorcién (205-280 °C) y velocidad de flujo del gas de desorcidon (35-
110 mL min™).

Como era de esperar, la sensibilidad mas alta se consigui6 a la maxima
temperatura ensayada (Fig. l11.9), ya que las temperaturas altas favorecen el proceso de
vaporizacién. No se probaron temperaturas superiores por la posible descomposicién
térmica del extractante, que podria originar ruido de fondo en el cromatograma. La
vaporizacién no es instantanea, debido al relativo gran volumen del extractante, por lo
que la temperatura se debe mantener durante un tiempo en la TDU. El tiempo de
desorcién se estudid entre 0,5y 9,5 min, y se obtuvo la méxima sefial con 7,6 min (Fig.

I11.9). Durante la etapa de desorcién, se aplica un flujo de gas portador que promueve

122



IL-DLPME-GC-MS para la determinacion de CBs en muestras medioambientales

la vaporizacion de los analitos y los arrastra hacia la zona de refrigeracion en el CIS. La
variacion del flujo de helio en el intervalo 35-110 mL min™', mostré que el valor mas
bajo ensayado (35 mL min") proporcioné la méaxima sensibilidad. Por tanto, bajo las
condiciones seleccionadas la fase IL fue sometida en el microvial a una temperatura de

280 °C, mantenida durante 7,6 min y aplicando un flujo de helio de 35 mL min™".

Temperatura de la TDU (°C) Tiempo en la TDU (min) Flujo del gas (mL min-1)
—— TN —— — — — — —

280 76 35

Fig. 111.9: Resultados de la optimizacion, mediante disefio CCD, de la temperatura,

tiempo de calentamiento y flujo de gas aplicado en TDU

Antes de entrar en la columna, los CBs vaporizados son retenidos en el PTV. La
capacidad de retencion de diferentes materiales de relleno del /iner del PTV fue
estudiada para este proposito. Los materiales ensayados fueron Tenax, lana de vidrio
de silice, lana de vidrio de cuarzo y polidimetilsiioxano (PDMS). Como se puede
observar en la Figura I1.10, Tenax proporcioné la mejor retencién para los analitos mas
volatiles, mientras que los mas pesados eran mas eficientemente retenidos con PDMS.
Teniendo en cuenta el promedio de todos los compuestos, Tenax fue finalmente

seleccionado.

Ademas, si el PTV se mantiene a baja temperatura mientras los analitos son
desorbidos en la TDU, se mejora su retencion, reduciendo las posibles pérdidas de los
compuestos mas volatiles. Para ello se usé una unidad Peltier, que permite enfriar a
temperaturas ligeramente inferiores que la temperatura ambiente, siendo en este caso

termostatado el PTV a 15 °C.
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Fig. 111.10: Efecto del material de relleno del liner en el PTV

Después de la etapa de desorcién, el PTV se calienta durante un tiempo

seleccionado para transferir los compuestos retenidos en el /iner hacia la columna

cromatogréfica. El efecto de la temperatura (150-350 °C) y el tiempo de calentamiento

(1,5-5 min), se estudid mediante un CCD (a = 1,5; 4 puntos cubicos; 4 puntos axiales y

4 puntos centrales). La Figura Ill.11 muestra los resultados obtenidos en forma de

superficie de respuesta. Teniendo en cuenta la media obtenida para las respuestas de

los diez CBs, se adopto6 finalmente un programa de calentamiento desde 15 hasta 313

°C a una velocidad de 530 °C min’', temperatura mantenida durante 3,8 min.

le+7

Se+b6

Valores medios

150 3 - :
200 / iempo (min)
250 300 0

Temperatura del CIS (°C)

Fig.lll.17: Gréfico de superficie de respuesta para la optimizacion de los pardmetros
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3.4. Validacion del método y efecto matriz

Se selecciond 2,4,6-TCA como estandar interno, ya que tiene un comportamiento
cromatografico y una estructura molecular similar a los analitos, y ademas se
comprobd que no estaba presente en las muestras a analizar. Su adicion a las muestras
de agua a una concentracién de 50 ng mL", permiti6 mejorar la repetitividad del
método, que fue evaluada por medio de diez andlisis consecutivos de una muestra de
agua fortificada con los CBs (50 ng mL™"). Los valores de RSD estuvieron entre 3 y 5%,

segun el compuesto, demostrando una excelente precision.

Se obtuvieron graficas de calibrado representando el cociente entre las areas de
pico de cada analito y la del IS frente a la concentracién de analito. Se comprobé que
existia relacion lineal en el intervalo estudiado entre 0,05 y 100 ng mL", con valores de
coeficiente de regresién apropiados (R?>0,99) en todos los casos. Las pendientes para
las rectas de calibrado obtenidas mediante el método de adiciones estandar a cuatro
muestras de agua, se evaluaron mediante un test ANOVA (Tabla Ill.5). La comparacién

" n

de los valores de “p” mostraron la ausencia de diferencias estadisticas significativas
entre las muestras y las disoluciones de los estdndares acuosos, validando la

cuantificacion de las mismas frente a estandares acuosos.

Tabla 111.5. Pendientes? (mL ng™") de las rectas de calibrado para muestras de agua

Estandares . Agua de Agua de

Compuesto Agua de rio Nieve ) :
acuosos riego 1 riego 2

1,4-DCB 0,078+0,004 0,083+0,002 0,090+0,007 0,095+0,003 0,102+0,006
1,3-DCB 0,081+0,005 0,080+0,002 0,087+0,006 0,092+0,003 0,099+0,005
1,2-DCB 0,076+0,004 0,081+0,002 0,089+0,006 0,092+0,003 0,100+0,005
1,3,5-TCB 0,073+0,003 0,078+0,002 0,083£0,005 0,086+0,002 0,092+0,005
1,2,4-TCB 0,058+0,002 0,062+0,001 0,065+0,003 0,066+0,002 0,070+0,003
1,2,3-TCB 0,047+0,001 0,050+0,001 0,052+0,002 0,052+0,001 0,055+0,002
1,2,4,5-TeCB 0,029+0,001 0,030+0,001 0,030+0,001 0,030+0,001 0,029+0,001
1,2,3,5-TeCB 0,023+0,001 0,023+0,001 0,023+0,001 0,023+0,001 0,022+0,001
PCB 0,010+0,001 0,011+0,001 0,011+0,001 0,011+0,001 0,011+0,001
HCB 0,0026+0,001  0,0028+0,0005 0,0031+0,001 0,0032+0,0005 0,0034+0,0005

aValor medio + desviacién estandar (n=6)

Sin embargo, la comparacion de las pendientes mediante el test ANOVA para las

cuatro muestras de suelo (Tabla Ill.6), si mostrd la existencia de diferencias significativas
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con respecto a la calibracion frente a estdndares acuosos y, por tanto, la presencia de

efecto matriz, por lo que se propone el método de adiciones estandar para su

cuantificacion.

Tabla 111.6. Pendientes? de las rectas de calibrado para muestras de suelo

Compuesto Suelo A Suelo B Suelo C Suelo D
1,4-DCB 3,31£0,1 6,3%0,1 4,5+0,2 11,6+0,6
1,3-DCB 3,2+0,1 6,3+0,1 4,4+0,2 12,7+0,6
1,2-DCB 3,310,3 8,3£0,2 56+0,3 14,9+1,3
1,3,5-TCB 0,90+0,03 3,001 1,8+0,1 7,403
1,2,4-TCB 0,64+0,03 3,001 1,7+0,1 6,9+0,3
1,2,3-TCB 0,48+0,02 2,7+0,1 1,4+0,1 5,6+0,1
1,2,4,5-TeCB 0,03+0,01 0,60+0,03 0,35+0,06 1,70+0,04
1,2,3,5-TeCB 0,003+1,2e-4 0,50+0,03 0,11+0,02 1,5+£0,10
PCB 0,03+0,002 0,07+0,01 0,008+0,003 0,43+0,02
HCB 0,002+1,50e-4 0,001+2,53e-4 0,001+1,08e-4 0,069+0,008

3Valor medio * desviacién estandar (n=6); Pendientes expresadas en g ug”’

Los limites de deteccién (LDs) y cuantificacién (LQs) se calcularon usando el

criterio de relacion sefal/ruido igual a 3 y 10, respectivamente. Como se resume en la

Tabla 1117, los LDs estuvieron entre 0,52y 7,2 ng L™ y los LQs entre 1,5y 22 ng L' para

muestras de agua. Para las muestras de suelo, los LDs estuvieron en el rango 8,4-252

ng kg™ y los LQs en el intervalo 28-840 ng kg, dependiendo del analito y la muestra.

Los valores de LD y LQ para suelos mostrados en la Tabla Ill.7 fueron obtenidos

considerando el promedio de las pendientes de las diferentes muestras de suelo. En

cualquier caso, los valores més bajos y mas altos corresponden a 1,2,4,5-TeCB y HCB,

respectivamente.
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Tabla 111.7. Caracteristicas analiticas del método

Compuestos L D" RSD* - ol
(ng L) (ng L) (%) (ng kg™ (ng kg™
1,4-DCB 4,03 1,34 5.0 38 11
1,3-DCB 3,92 1,30 5.1 32 9,6
1,2-DCB 4,23 1,41 5.0 28 84
1,3,5-TCB 1,72 0,57 5.3 57 17
1,24-TCB 2,67 0,89 52 60 18
1,2,3-TCB 3,12 1,04 4,9 63 19
1,2,4,5-TeCB 1,55 0,52 4,5 150 45
1,2,3,5-TeCB 1,86 0,62 4,7 158 247
PCB 6,64 2,12 4,6 360 108
HCB 21,5 7,16 50 840 252

2Calculado para S/N=10. bCalculado para S/N=3. n=10

En las Tablas 111.8 y 1Il.9 se muestra una comparacién del método propuesto con
otros publicados previamente para la cuantificacibn de CBs en aguas y suelos,
respectivamente. Se puede comprobar que la sensibilidad proporcionada por el
método aqui presentado se encuentra entre las mas altas, como consecuencia del
modo de inyeccion aqui empleado, pues se consigue analizar el extracto entero de
liquido i6nico obtenido. Esto también lo hicieron otros investigadores [8,9], sin
embargo, ellos lo aplicaron a la técnica SDME la cual consume tiempos de extraccion
mas largos puesto que tienen un area superficial limitada entre las fases dadora y
aceptora. Se puede observar que hay tiempos de extraccion mas cortos [12,20], en
cambio, sus métodos implican el uso de disolvente halogenados, mientras que los

liquidos i6nicos son disolventes “verdes”.

En otros casos donde la sensibilidad alcanzada es muy baja, es debido al alto
consumo de volumen utilizado (0,5 L) pues se trata del procedimiento convencional LLE
[18] o el basado en la microextracciéon en fase sélida mediante en un iméan [25] cuyas
desventajas podrian ser un mayor tiempo de extracciéon y la necesidad de sintetizar la
fase extractante. Ademas, el consumo nulo de disolventes organicos, el bajo tiempo
requerido y el alto nimero de CB determinados simultaneamente pueden sehalarse

como ventajas del método desarrollado.
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La exactitud del método UAE-IL-DLPME con TD-GC-MS aplicado a suelos se
estudié analizando por triplicado el material de referencia certificado "CRM 143 BNAs -
Sandy Loam 1”, con contenidos certificados para 1,2-DCB (5410+578 ng g") y 1,4-DCB
(1460+181 ng g"), empleando 2,5 g. La dilucion de 0,5 mL del extracto UAE hasta 10
mL fue necesaria de forma previa a la preconcentracién, considerando las elevadas
concentraciones certificadas. Los contenidos encontrados fueron 5794+422 ng g™ para
1,2-DCB y 1398+355 ng g' para 1,4-DCB, expresados como valor mediotdesviacion
estandar (n=6). Mediante comparaciéon de los contenidos certificados y los obtenidos
aplicando el procedimiento propuesto a través de un #test (95% de nivel de
confianza), se obtuvieron valores de “p” de 0,405 y 0,801 para 1,2-DCB y 1,4-DCB,

respectivamente. Por tanto, no se encontraron diferencias significativas entre los

contenidos certificados y los experimentales.

Por otro lado, también se estudi6 la exactitud del método mediante estudios de
recuperacién sobre dos muestras de suelo fortificadas con los 10 CBs a dos niveles de
concentracién (25 y 75 ng g™'). Cada muestra de suelo fue analizada por duplicado. Las
recuperaciones obtenidas se encontraron entre 81-135 y 83-106% para el nivel de

fortificacion mas bajo y el mas alto, respectivamente.

Para las muestras de agua, puesto que no se disponia de material de referencia
certificado, se llevaron a cabo estudios de recuperacion en dos muestras (de rio y
nieve) fortificadas a 15y 50 ng mL™" para 1,2,4,5-TeCB, 1,2,3,5-TeCB, PCB y HCB, y para
el resto de CBs a 5y 20 ng mL™. Las recuperaciones estuvieron en los rangos 95-126 y
88-107% para los niveles mas bajos (5 y 15 ng mL™) y los mas altos (20 y 50 ng mL™),

respectivamente.
3.5. Anadlisis de las muestras

El procedimiento optimizado IL-DLPME con TD-GC-MS se aplicé al andlisis de
cuatro muestras de agua y cuatro suelos agricolas previamente sometidos a UAE. Las
muestras de agua de rio y nieve se mostraron libres de estos contaminantes, por
encima de los correspondientes LDs. En las aguas de riego se encontraron alguno de
los CBs estudiados, como muestra la Tabla 1110, donde también aparecen los
resultados de los anélisis de los suelos agricolas. Se encontraron CBs en el rango 2,7-

256 ng L para aguas y entre 1,5 y 50 ng g para suelos. Los compuestos 1,3,5-TCB,
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1,2,4,5-TeCB, PCB y HCB no se detectaron en ninguna de las muestras analizadas,
siendo ademas los mas tdxicos por su alto contenido de atomos de cloro. Puesto que
estos contaminantes son empleados en la agricultura o pueden llegar al
medioambiente facilmente desde distintas fuentes, no es sorprendente que se hayan

encontrado en suelos y aguas de procedencia agricola.

Tabla 111.10. Contenidos encontrados de CBs en las muestras medioambientales

Compuesto A?”a de Agua de Suelo A Suelo B Suelo C Suelo D
riego 1 riego 2
1,4-DCB 4116, ND 9,2+1,6 1,9+0,07 2,7+0,2 1,5£0,2
1,3-DCB 34150 ND 13+£1,3 3,605 4,503 2,2+0,3
1,2-DCB 256115 ND 50+1 10+0,2 ND 15+1,2
1,24-TCB 31+2,8 ND 11+£0,7 ND ND 2,8+0,52
1,2,3-TCB ND ND 3,204 ND ND ND
1,2,3,5-TeCB ND 2,701 ND ND ND ND

Media de los valores + desviacion estandar (n=3), expresados en ng L' para aguas y ng g™' para suelos.

ND significa no detectado

La Figura Ill.12 muestra el cromatograma obtenido mediante el procedimiento
optimizado para la muestra de suelo D, fortificado con los CBs a 100 ng g™ (A) y sin
fortificar (B). Puede apreciarse que no aparecen picos interferentes a los tiempos de
retencién de los analitos, pudiendo asi ser identificados inequivocamente comparando
sus tiempos de retencidn y sus espectros de masas con los obtenidos de disoluciones

de los estandares y las muestras fortificadas.
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Fig. Ill.72: Cromatograma obtenido mediante el método desarrollado para la muestra

de suelo D (A) fortificada a 100 ng g y (B) no fortificada

4. Conclusiones

La generacién /n situ del IL empleado como extractante en la preconcentracion
DLPME conduce a la dispersion directa del extractante, evitando el uso de disolventes
dispersantes o aplicacién de energia externa. De esta forma, se consigue incrementar la
superficie de contacto entre las fases dadora y aceptora que lleva a una extraccion

eficiente e instantanea.

Ademés, el uso de TD desde el microvial ha demostrado ser una forma de
introducciéon de muestra adecuada y eficiente para anélisis mediante GC, aprovechando
la estabilidad térmica que caracteriza a los ILs. Ademas, la posibilidad de analisis de
relativamente elevados volimenes de fase extractante incrementa la sensibilidad del

método de forma notable.

Finalmente, se concluye que el procedimiento desarrollado IL-DLPME con TD-GC-
MS presenta muy buenas caracteristicas analiticas, en términos de selectividad,

precision, sensibilidad y exactitud, para analisis de aguas y suelos.
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DLLME-LC-QqQ-MS? para la monitorizacion de toxinas en agua de mar

Monitorizacion de toxinas marinas lipofilicas mediante
microextraccién dispersiva liquido-liquido y cromatografia liquida-

espectrometria de masas con triple cuadrupolo

——
-DLLME|

e

0,5 mL MeOH
+ 440 pL CHC,

3000 rpm 15 pL

=

3 min

Microgota de
CHCl

Resumen

Se propone por primera vez el empleo de una extraccion miniaturizada,
microextraccién dispersiva liquido-liquido (DLLME), para la preconcentracién de trece
toxinas marinas lipofilicas en muestras de agua de mar. Para ello, a 12 mL de muestra
se afadieron 0,5 mL de metanol y 440 pL de cloroformo. La fase organica enriquecida
fue evaporada y reconstituida en metanol, y analizada mediante cromatografia liquida
en fase reversa con espectrometria de masas en tdndem con triple cuadrupolo (RP-LC-
QgqQ-MS?). Se us6é un método multivariante de disefio central compuesto (CCD) para la
optimizacién de los parametros interrelacionados que afectan a la eficiencia de la etapa
DLLME. Debido a la ausencia de efecto matriz en las muestras, se propone su
cuantificacion frente a estandares acuosos. El método DLLME-LC-QqQ-MS? optimizado
se validé mediante estudios de recuperacion, obteniéndose valores en el rango 89-
121%. Los limites de deteccién variaron entre 0,2 y 5,7 ng L, dependiendo del analito,
y la precisiéon del procedimiento se evaludé en términos de desviacidén estandar relativa
(RSD), encontrando valores en el intervalo 0,1-7,5%. No se detecté ninguna de las

toxinas estudiadas en las muestras del Mar Menor analizadas.
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1. Introduccion

La importancia del papel que los microorganismos fotosintéticos juegan en el
funcionamiento de los ecosistemas acuaticos es indiscutible; sin embargo, su capacidad
para producir toxinas les convierte en foco de atencidén para el control de dichos
ecosistemas, preservando en ultimo término la salud animal y humana [1]. Las toxinas
acuaticas pueden aparecer tanto en cuerpos de agua dulce como salada. En ambientes
marinos, el fitoplancton es el principal productor de toxinas, de ahi que se conozcan
como ficotoxinas. Las toxinas que han generado mayor preocupaciéon para la salud
publica en agua dulce son las cianotoxinas. Sin embargo, no siempre es posible

delimitar totalmente entre fico- y cianotoxinas [2].

Las toxinas marinas son metabolitos secundarios generados por diversas especies
de fitoplancton cuando se someten a condiciones climaticas y ambientales adversas.
Dado que el fitoplancton sirve de alimento a muchos organismos acuaticos, pueden
producirse fendmenos de biomagnificacion, al entrar en la cadena tréfica y ocasionar
graves problemas de salud en humanos. Los organismos filtradores, capaces de filtrar
grandes volumenes de agua a lo largo de su vida, y el marisco son las especies en las

que mayor bioacumulacién de toxinas marinas se ha detectado.

Los episodios de proliferaciéon de fitoplancton suelen ser eventuales y sélo en
puntos localizados de ciertos cuerpos de agua con altos niveles de contaminacién. Sin
embargo, cuando ocurren, bien en zonas de cultivo de marisco o de pesca para
consumo humano, o incluso en aguas de mar de zonas de bafio, conllevan la aparicion
de problemas econdmicos, sanitarios y ambientales. En los Ultimos afios, se han
producido varios casos de proliferacion de fitoplancton en las costas europeas [3], y en
Espafia, concretamente en las costas de Andalucia [4], Galicia [5], la Comunidad
Valenciana [6] y en el Mar Menor de la Regién de Murcia [7]. El aumento de la
temperatura del agua, cambios de salinidad, la entrada de nutrientes procedentes de
actividad agricola o descargas de residuos urbanos, son algunos de los factores que
favorecen la proliferacién del fitoplancton y el consiguiente aumento de la
concentracion de toxinas en los medios acuaticos. Estas variables han sido decisivas en
los problemas detectados en los ultimos afios en las aguas del Mar Menor de Murcia
(sureste de Espaiia), especialmente en el verano de 2016. A raiz de la eutrofizacion
detectada en el Mar Menor, se activaron protocolos de vigilancia. En esta linea se

encuentra la monitorizacién de la presencia de toxinas en el agua de este ecosistema.
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Atendiendo a su estructura quimica las toxinas marinas suelen clasificarse en
ocho grupos: azaspiracidos (AZAs), brevetoxinas, iminas ciclicas, acido domoico, acido
okadaico (OA), pectenotoxinas (PTXs), saxitoxinas y yesotoxinas. Las dinofisitoxinas

(DTXs) se hallan incluidas en el grupo del OA [8].

De acuerdo con su caracter polar, las toxinas marinas pueden clasificarse en
hidrofilicas, lipofilicas y anfifilicas [9]. Las principales familias incluidas en el grupo de
las lipofilicas son: OA y DTXs, PTXs, yesotoxinas, AZAs y Cls (que a su vez incluye

espirolidas (SPXs), pinatoxinas, pteriatoxinas y gimnodiminas (GYMs)).

Segun los érganos diana y los sintomas observados en estudios con animales o
en intoxicaciones humanas, las toxinas acuéaticas pueden clasificarse en toxinas que
causan: intoxicacion paralitica por mariscos (PSP), intoxicacion amnésica por mariscos
(ASP), intoxicacion diarreica por mariscos (DSP), intoxicacidon neurotdxica por mariscos
(NSP) e intoxicacion por peces ciguatera (CFP), habiendo dado lugar este ultimo efecto
a la clasificacion de las llamadas ciguatoxinas. Aunque suelen aparecer sindromes
adicionales, cada tipo de envenenamiento estad asociado con un grupo especifico de
biotoxinas [2]. Asi, por ejemplo, OA, DTXs, PTXs, yesotoxinas, AZAs, SPXs y GYMs

provocan sintomas que las categorizan principalmente como causantes de DSP [9].

La Tabla IV.1 muestra una clasificacion de ficotoxinas de acuerdo con su
estructura molecular y su efecto téxico, incluyendo ademas las especies de fitoplancton

que pueden producirlas.

La elevada toxicidad de las toxinas marinas ha impulsado a la Unién Europea a la
regulacién de los niveles de determinados tipos de toxinas en moluscos destinados a
consumo humano, a través de la Regulacion nimero 853/2004 [10], implementada en
2005. Ademés, la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) ha ido
actualizando los limites que se establecen en dicha regulacién, para ampliarlos a otros
grupos de toxinas no contempladas en la Regulacion de la EU de 2004, teniendo en

cuenta el consumo medio de los distintos alimentos [11].
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Tabla IV.1. Clasificacién de las toxinas marinas producidas por fitoplancton

Grupo estructural Efecto toxico Fitoplancton Toxinas
productor
Iminas ciclicas [12] Toxinas de accién Alexandrium SPXs
rapida. Toxicidad en Prorocentrum
humanos desconocida -
Karenia GYMs
No se ha identificado | Pinatoxinas

Pteriatoxinas

AZAs [13] Problemas estomacales | Azadinium Existen 20, los mas
importantes: AZA1,
AZA2 y AZA3

OA [14] DSP Dinophysis OA y DTXs

PTXs [15] No especificado en Dinophysis Se han descrito 11,

humanos, relacionado

con DSP

la mas importante:
PTX2

Acido domoico [16]

Intoxicacion amnésica

por marisco (ASP)

Pseudo-Nitzschia

Acido domoico y

sus analogos

Yesotoxinas [17] No se ha descrito en Protoceratium Yesotoxina,
humanos Gonyaulax spinifera homo- yesotoxina
Saxitoxinas [18] PSP Alexandrium Saxitoxinas,
Gymnodinium neosaxitoxinas,
gonyautoxinas
Brevetoxinas [19] PSP Karenia brevis 1y2
Ciguatoxinas [20] Cardiovasculares, Gambierdiscus Hay mas de 20
gastrointestinales y toxicus analogos
neurolégicos (CFP)
Palitoxinas [21] Mialgia, fiebre, Ostreopsis Existen 8, las mas
vomitos... importantes:
palitoxina y

ostreocina-D

Los métodos analiticos de referencia establecidos en la Regulacién de 2005 (n°
2074/2005) [22] son los bioensayos con ratones (MBA) para toxinas PSP y lipofilicas,
cromatografia liquida (LC) para las ASP y también como método alternativo para las
lipofilicas. Los bioensayos presentan elevada variabilidad en los resultados, asi como
sensibilidad y selectividad limitadas, ademas de despertar inquietudes éticas
relacionadas con el uso de animales vivos. Por ello, la Comision Europea [22] ya admite

el uso de otros métodos, siempre que hayan sido validados a través de las guias
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internacionales y que sean, al menos, tan efectivos como los bioensayos. Asi, la
bibliografia describe diferentes metodologias para la separacién, identificacion vy
cuantificacion de toxinas marinas, siendo LC la mas ampliamente usada, en
combinacién con detector de fluorescencia (FLD) [23,24], de diodos (DAD) [25], o
espectrometria de masas (MS) [24-46]. Generalmente, estos métodos son aplicados al
analisis de marisco y pescado [23-38] para comprobar que se cumplen los niveles
maximos permitidos. La bibliografia también muestra aplicaciones para el analisis de

sedimentos [39,40] y aguas [40-46].

Mientras que estas toxinas se podrian llegar a encontrar a niveles elevados en
moluscos, debido a su filtracion continua de agua, en el de agua de mar cabe
esperarlas a nivel de trazas, por lo que resulta necesario el uso de una etapa de
preconcentracién. La técnica convencional de extraccién en fase sélida (SPE) es la maés
comunmente empleada para la preconcentraciéon de las toxinas, al mismo tiempo que
consigue limpiar la muestra, reduciendo el nivel de interferencias, habiéndose aplicado
tanto en el analisis de aguas [40,43-45], como de alimentos de origen marino
previamente sometidos a una etapa de extraccién sélido-liquido [25,30,37]. SPE
proporciona altos niveles de robustez y fiabilidad; sin embargo, conlleva largos tiempos
de analisis, asi como consumo elevado tanto de disolventes organicos, como de
muestra. A pesar de las demostradas ventajas de los métodos miniaturizados, solo se
ha encontrado una aplicacién para la determinacion de toxinas marinas lipofilicas,

basada en el uso de extracciéon en fase microsélida dispersa (DMSPE) [41].

En este Capitulo, se ha desarrollado un método basado en microextraccion
dispersiva liquido-liquido (DLLME) para la determinacion de trece toxinas lipofilicas en
agua de mar. Los extractos preconcentrados son analizados mediante LC-MS? con
triple cuadrupolo (QgQ) como analizador de masas. Las estructuras quimicas de las

toxinas estudiadas aparecen en la Figura IV.1.
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Fig. IV.1: Estructuras moleculares de las toxinas marinas estudiadas
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2. Materiales y métodos

2.1. Reactivos

13,19-Didesmetil espirolida C (13,19didesM, 7,06+0,24 ug mL"), 13-desmetil
espirolida C (13desM, 7,23+0,10 ug mL™"), 20-metil espirolida G (SPX20G, 7,01+0,61 ug
mL"), acido okadaico (OA, 16+0,8 ug mL"), dinofisitoxina 1 (DTX1, 6,40+0,33 ug mL™"),
dinofisitoxina 2 (DTX2, 2,01+0,11 ug mL™"), azaspiracido 1 (AZA1, 1,08+0,06 ug mL™"),
azaspiracido 2 (AZA2, 1,05+0,08 ug mL"), azaspiracido 3 (AZA3, 1,03+0,07 ug mL™),
azaspiracido 4 (AZA4, 1,01+0,03 ug mL™") y azaspiracido 5 (AZA5, 1,09+0,03 pug mL™)
fueron adquiridas de Cifga, S.A. (Lugo, Espafia) en ampollas individuales conteniendo
0,5 mL de disolucién metandlica de las concentraciones especificadas. Gimnodimina
(GYM, 2,50+0,13 pg mL") y pectenotoxina 2 (PTX2, 4,40+0,13 pg mL") fueron
suministradas por el “National Research Council, Institute for Marine Biosciences” (NRC
CNRC, Halifax, Canada). Las disoluciones patrén individuales se almacenaron a -18 °C.
Diariamente se preparaban las disoluciones estdndar de trabajo en metanol y se

guardaban a 4 °C.

Se emplearon disolventes de alta pureza, metanol (MeOH), acetonitrilo (AcN),
acetona y etanol de Chem-Lab NV (Zedelgem, Bélgica), cloroformo, tetracloruro de
carbono, diclorometano, 1,2-dicloroetano, 1,1,2,2-tetracloroeteno, metil isobutil cetona
(MIBK), 1-octanol, 1-undecanol, 1-dodecanol, 2-octanona y 2-undecanona de Sigma-
Aldrich (Steinheim, Alemania). Acido férmico (FA, 98%) y acetato amoénico se
adquirieron en Panreac (Barcelona, Espafa). El agua purificada se obtuvo mediante un

sistema Milli-Q de Millipore (Bedford, MA, EEUU).
2.2. Instrumentacion

El equipo utilizado fue un sistema 1200 UHPLC de Agilent (Waldbronn, Alemania)
equipado con bomba cuaternaria (G1312A) y una columna de fase reversa Zorbax SB-
C18 (Agilent, 75 x 2,1 mm, 3,5 ym) termostatada a 30 °C. La inyeccion en el sistema LC
(15 pL) se llevd a cabo usando un muestreador automatico, colocandose las muestras
en viales ambar de 2 mL, conteniendo microinsertos de 250 pL. Se trabajo en modo
gradiente con una fase moévil compuesta por una disolucién acuosa de acetato
amoénico 2 mM y FA 0,1% (disolvente A) y una disolucion metandlica de acetato
amonico 2 mM y FA 0,1% (disolvente B). En la Tabla IV.2 se recoge el programa de

gradiente aplicado.
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La deteccidn se realizd en un espectrometro de masas con triple cuadrupolo
(Agilent, G6410A), provisto de una fuente de ionizacidon por impacto electrénico (ESI)
operando en modo positivo, aplicando los siguientes parametros: presion de nitrégeno
como gas nebulizador, 40 psi; voltaje del capilar, 4500 V y temperatura y flujo del gas
de secado, 350 °C y 8 L min’", respectivamente. Los espectros de masa se analizaron en
el rango m/z 80-1000 amu. El andlisis de los datos se llevd a cabo usando el programa
Agilent Mass Hunter Data Acquisition. Se trabajé en el modo de monitorizacién de

reacciones multiples (MRM).

Tabla IV.2. Programa de gradiente de fase movil

Tiempo (min) Disolvente B (%)  Velocidad de flujo (mL min")

0 25 0.3
3 60 0.3
8 60 03
8,5 75 03
15 75 03
15,5 75 04
20 85 04
20,5 95 0,5
23 95 0,5
26 95 0,5
31 25 0,5

Para optimizar las condiciones de la deteccidon y las transiciones MRM de cada
compuesto, se inyectaron en el sistema disoluciones individuales de los analitos (1 ug
mL"). En la Tabla IV.3. se recogen las condiciones LC-QqQ-MS? finalmente

seleccionadas.

Otro equipamiento empleado fue una centrifuga EBA 20 (Hettich, Tuttlingen,

Alemania) y un evaporador XcelVapTM (Horizon technology, Salem, EEUU).
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) . Voltaje del
Compuesto tr (mMin) Transiciones MRM (m/2) CE (V)
fragmentador (V)
GYM 6,93 508,3 490,62 200 40
13,19didesM 7,32 678 > 430° 200 50
678 > 164 (194) 200 40
13desM 7,72 692 > 164° 200 50
692 > 444 (44) 200 20
SPX20G 8,12 706 > 6882 190 30
706 > 670 (33) 190 35
OA 13,8 827 > 723¢ 190 55
827 > 809 (47) 190 45
DTX2 14,7 827 > 7232 190 55
827 > 809 (20) 190 45
PTX2 14,8 881,5 > 539,3° 230 60
881,5 > 837,5 (119) 230
AZA4 15,0 844 > 826° 190 30
844 > 808 (12) 190 45
DTX1 17,5 841 > 7372 190 45
841 > 823 (50) 190 55
AZA3 18,6 828 > 810° 190 30
828 > 792 (13) 190 45
AZAS5 19,0 844 > 826° 180 30
844 > 808 (37) 180 40
AZA1 194 842 > 8242 190 30
842 > 806 (17) 190 45
AZA2 20,0 856 > 838° 190 30
856 > 820 (17) 190 45

aTransicién usada para cuantificar. Los valores entre paréntesis indican la abundancia relativa de la

transicion secundaria frente a la principal cuantificadora.

2.3.

Muestras y procedimiento analitico

Se analizaron diez muestras de agua de mar, tomadas en el Mar Menor (Murcia,

sureste de Espafa) durante el mes de agosto de 2019. Los muestreos se pueden

diferenciar en dos tipos, los tomados en zonas del interior del Mar Menor desde una

embarcacion o en playas a las que el muestreador entra a pie. Las muestras de interior

fueron tomadas desde barco con una columna de 5 m de longitud, permitiendo el

analisis de una muestra integrada de agua a diferentes profundidades. En cambio, en

las de playa se toma a una profundidad de 40 cm desde la superficie. Las muestras se
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almacenan en botes cuadrados de polietileno de un litro de capacidad a 4 °C hasta su
analisis.

Antes de llevar a cabo la preconcentracién de las muestras, se procedié a su
filtracion a vacio a través de filtros de membrana de nylon 0,45 um. Seguidamente, en
un tubo Falcon de 15 mL con fondo cénico, se colocaron 12 mL de muestra filtrada,
siendo la mezcla formada por 0,5 mL de MeOH y 440 yL de cloroformo, inyectada de
forma rapida en el seno de la muestra. Se observé la turbidez formada por la
dispersion de las microgotas de cloroformo. Se agité la mezcla ternaria manualmente
durante unos pocos segundos y se centrifugd a 3000 rpm durante 3 min,
depositdndose la fase extractante enriquecida. Con ayuda de una microjeringa se
recogioé la fase sedimentada, evaporando el disolvente por aplicacion de 440 bares de
presion y 40 °C de temperatura. El residuo seco se reconstituyé en 100 yL de MeOH,

inyectando 15 uL en el sistema LC. Todas las muestras fueron analizadas por duplicado.

Los estudios de recuperacién se realizaron sobre dos muestras diferentes, a dos
niveles diferentes de fortificacion: 10 y 50 ng L' para todas las toxinas, a excepcién de
DTX (50 y 100 ng L"). Se analizaron tres alicuotas de cada muestra a cada nivel de

concentracion.

3. Resultados y Discusion

3.1. Separacion cromatografica y condiciones MS

Teniendo en cuenta el caracter lipofilico de las toxinas estudiadas, se aplicé LC
en modo de fase reversa (RP) usando una fase estacionaria C4s. El modo de elucion
isocratico no fue compatible con la separacion de los trece compuestos en un tiempo
razonable, por lo que se ensayaron distintos gradientes. Bajo las condiciones
finalmente seleccionadas se comenzaba con 25% del disolvente B con una velocidad
de flujo de 0,3 mL min”, siendo incrementado hasta el 60% en 3 min y mantenido
durante 5 min, permitiendo asi la elucion de GYM vy las dos SPXs. Seguidamente, se
aumento el porcentaje del disolvente B hasta 75% en 0,5 min y fue mantenido durante
6,5 min para eluir SPX20G, OA, DTX2, PTX2 y AZA4. En la siguiente etapa del gradiente
se aumento la velocidad de flujo hasta 0,4 mL min' en 0,5 min y, seguidamente, se
programd otro incremento de la proporcion del disolvente B hasta el 85% en 4,5 min,
lo que permitié la elucidon de DTX1 y las cuatro toxinas AZAs todavia retenidas.
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Por ultimo, como etapa de limpieza se programa un 95% de disolvente B y se
reestablecen las condiciones iniciales a 0,5 mL min”', como muestra la Tabla IV.2. Para
altas proporciones de MeOH en la fase mdévil, la presién en la columna disminuye, lo
que se aprovecha para aumentar la velocidad de flujo de fase mdvil, con el objetivo de

acortar el tiempo de analisis.

Los parametros del detector se optimizaron en varias etapas, trabajando
primero en modo full-scan desde 800 hasta 1000 amu (m/2) para localizar el ion
precursor de cada compuesto. Todas las toxinas mostraron una mayor sensibilidad
trabajando en modo de ionizacién positivo en la fuente ESI. Seguidamente, se
aplicaron diferentes voltajes de fragmentaciéon y energias de colisién, generando
diferentes iones producto y seleccionando las dos transiciones MRM mas sensibles
para cada uno. Obsérvese en la Tabla IV.3 que para GYM solo se consiguié localizar
una fragmentacion. La identificacion de las toxinas se basd en sus tiempos de retencién
y las distintas transiciones MRM implicando la formacién de iones producto con los
valores de m/z mas elevados. Para la cuantificacion se empled la transicién de mayor

sensibilidad.

Por ultimo, se optimizaron las condiciones de temperatura (200-350 °C) y flujo
del gas (4-12 L min™), presion en el nebulizador (20-50 psi) y voltaje en el capilar
(2000-5000 V) en la fuente ESI, siendo las condiciones adoptadas: 350 °C de
temperatura de nitrégeno a un flujo de 8 L min™" y una presion de nebulizador de 40
psi, siendo el voltaje en el capilar de 4500 V. Aunque los pares OA/DTX2 y AZA4/AZAS5
tienen los mismos iones precursores e incluso las mismas transiciones MRM, esto no
supuso un problema en la cuantificacion puesto que los tiempos de retenciéon eran

diferentes.
3.2. Optimizacion del procedimiento DLLME

Los primeros experimentos se dirigieron a la seleccién del disolvente extractante,
siendo ensayados once diferentes, tanto mas densos (CCly, CHCl;, CH,Cl, 1,2-
dicloroetano y 1,1,2,2-tetracloroeteno), como menos densos que el agua (MIBK, 2-
octanol, 1-undecanol, 1-dodecanol, 2-octanona y 2-undecanona). Para ello, se utilizé
una disolucién acuosa conteniendo un analito de cada una de las cuatro familias
estudiadas: 13,19didesM, OA, AZA1 y PTX2, a 1 ng mL™". Se inyecté con ayuda de una

microjeringa una mezcla conteniendo 1,5 mL de MeOH y 500 uL de extractante, sobre
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8 mL de la disolucién estandar, se agitd la mezcla durante unos pocos segundos y se
centrifugd durante 3 min a 3000 rpm. Para los extractantes de menor densidad que el
agua, se inyectaron 15 pL directamente en el sistema LC; en el caso de los mas densos
que el agua, la fase enriquecida se evapord y se reconstituyd en 150 uL de MeOH de

forma previa a su andlisis.

La Figura IV.2 muestra los resultados obtenidos, donde se comprueba que, salvo
MIBK, los disolventes mas ligeros que el agua no preconcentraron los analitos.
Cloroformo proporcioné la mayor eficiencia para 13,19-didesM y OA, no se
encontraron diferencias significativas entre CHCl; y 1,2-dicloroetano para PTX2, y
aunque MIBK resultdé ser mas eficiente para AZA1, teniendo en cuenta su
incompatibilidad con cloroformo y que este Ultimo también proporcionaba buenos

resultados para esta toxina, se eligié el cloroformo como extractante.

7e+6

CCly

CHCly
1,2-dicloroetano
1,1,2,2-tetracloroeteno
MIBK

2-octanol
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13,19didesM OA AZA1 PTX2

Fig. IV.2: Influencia de la naturaleza de la fase extractante en la preconcentracion

Cuando se ensayaron otros disolventes dispersantes (AcN, acetona y etanol),
aunque no se encontraron grandes diferencias de sensibilidad para OA y PTX2, MeOH
proporcioné mejores resultados para 13,19didesM y AZA1 (Figura IV.3), por lo que fue

seleccionado.
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Fig. IV.3: Influencia de la naturaleza del dispersante en la microextraccion

Los volimenes de las tres fases participantes en DLLME fueron estudiados
simultaneamente, puesto que son variables interrelacionadas. Para ello se utilizd un
disefio central compuesto (CCD; a0 = 0,5; 8 puntos cubicos; 6 puntos axiales y 4 puntos
centrales). El volumen de fase acuosa se estudié en el rango de 6 a 12 mL, el volumen
de dispersante de 0,5 a 2 mL y el de extractante desde 200 hasta 700 pL. Las
condiciones de los 20 experimentos llevados a cabo se recogen en la Tabla IV.4. Los
resultados del analisis de los datos obtenidos aparecen en la Figura IV.4, donde se
puede observar que la evolucién de las respuestas sigue el mismo patrén para
volumen de muestra y de dispersante, la respuesta es maxima en los valores extremos
de los rangos estudiados, y minima en el centro. Para el disolvente extractante, en
cambio, aumentd la sensibilidad al ser incrementado su volumen hasta 440 pL,
disminuyendo para valores mayores, probablemente debido a un efecto de dilucién. Se
seleccionaron las condiciones que proporcionaron mayor sensibilidad: 12 mL de fase

acuosa, 0,5 mL de MeOH y 440 pL de CHCls.

Cuando se varid el pH de la fase acuosa entre 4 y 9, por adicién de FA y
amoniaco, el pH bajo favorecié a las toxinas de caracter acido (PTX, DTXs y OA),
mientras que aquellas con cardcter basico como AZAs, SPXs y GYM mostraron
eficiencias de extraccion mayores en medios alcalinos. Consecuentemente se adopté
una situacion de compromiso sin modificar el pH de la muestra, el cual rondaba cerca

de la neutralidad.
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Tabla IV.4. Disefio CCD para el estudio de la relacion entre los volimenes de las tres fases

involucradas en la técnica DLLME

Muestra MeOH CHCl; Muestra MeOH CHCl;
Ensayo Ensayo
(mL) (mL) (ML) (mL) (mL) (ML)
1 6 2 200 11 9 1,25 450
2 12 0,5 700 12 12 2 700
3 12 2 200 13 9 1,25 575
4 9 1,25 450 14 9 1,25 325
5 12 0,5 200 15 9 1,25 450
6 6 0,5 200 16 9 1,625 450
7 9 1,25 450 17 10,5 1,25 450
8 6 2 700 18 7,5 1,25 450
9 9 1,25 450 19 9 0,875 450
10 6 0,5 700 20 9 1,25 450
Volumen de Volumen de Volumen de

muestra (mL) MeOH (mL) CHCl5 (ub)

A

13,19didesM

7

12 05 44

Fig. IV.4: Optimizacion CCD de los volumenes de las fases involucradas en DLLME
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3.3. Validacion del método y efecto matriz

El método desarrollado fue validado en términos de precision, limites de
deteccién (LDs) y cuantificaciéon (LQs), rango de linealidad y exactitud. Se obtuvieron
gréficas de calibrado mediante andlisis de regresion lineal por minimos cuadrados,
representando el 4drea de pico cromatogréafico frente a la concentracién de cada
compuesto a siete niveles de fortificacion. En todos los casos los coeficientes de

regresion (R?) fueron superiores a 0,998, para los intervalos recogidos en la Tabla IV.5.

Tabla IV.5. Parametros analiticos del procedimiento DLLME- LC-QqQ-MS?

Compuesto Rango de linealidad (ng L") LD (ng L) LQ (ng L") RSD (%)
GYM 2 - 1000 0,7 2.3 0,1
13,19didesM 1 - 1000 0.3 1,0 31
13desM 1-1000 0,2 0,7 1,7
SPX20G 3-1000 1,0 33 0,9
OA 5-1500 14 47 0,8
PTX2 4 - 1000 1,1 37 23
AZA4 4 - 1000 1,3 43 5,1
DTX2 4 - 1000 1,1 37 1,9
AZA5 1 - 1000 0,2 0,7 1,8
DTX1 20 - 5000 57 19 7,5
AZA3 3 -1000 0,9 3 2,1
AZA1 1 - 1000 0.3 1,0 1,0
AZA2 2 - 1000 0,6 2 3,6

Para la evaluacién de la posible existencia de efecto matriz, se aplicé el método
de adiciones estandar a cinco muestras de agua de mar. La comparacién, mediante un
t-test, de las pendientes de las graficas de adiciones estandar a cada muestra con las
obtenidas usando estandares acuosos no mostré diferencias significativas. Por tanto, la

cuantificacion de las muestras se llevd a cabo frente a estandares acuosos.

Se calcularon los valores de LD y LQ, considerando aquellas concentraciones de
analito que proporcionaban sefiales analiticas 3 y 10 veces superiores a las del ruido,
respectivamente. Los LDs estuvieron entre 0,2 y 57 ng L'y los LQs en el rango 0,7-19
ng L' (Tabla IV.5). La precision del método desarrollado se estudié a través de diez

analisis consecutivos de una muestra de agua de mar fortificada a 50 ng L. Los
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valores de desviacién estandar relativa (RSD) se encontraron entre 0,1 y 7,5%,

demostrando muy buena repetitividad para el método desarrollado.
3.4. Analisis de las muestras

El método DLLME-LC-QqQ-MS? propuesto se aplico para el andlisis de diez
muestras diferentes de agua de mar. No se detectd ninguna de las toxinas estudiadas,
por consiguiente, podemos afirmar que de encontrarse en dichas muestras seria a

niveles de concentracion inferiores a sus LDs.

La Figura IV.6 recoge los cromatogramas de iones extraidos (EICs) obtenidos del
anélisis de una muestra de agua fortificada a 10 ng L, excepto para DTX1 que se
fortifico a 50 ng L. Para cada toxina se han especificado las transiciones seleccionadas.
No se observaron picos interferentes a los tiempos de retencidon de las toxinas, que
fueron identificadas utilizando sus tiempos de retencién, las transiciones
proporcionadas por los espectros de masas y comparando el porcentaje de cada

transicién obtenida en las disoluciones patrén, las muestras sin fortificar y fortificadas.

La exactitud del método se estudi®6 mediante ensayos de recuperacidon. Se
fortificaron dos muestras de agua a dos niveles de concentracion, 10 y 50 ng L' para
todos los compuestos salvo para DTX1 (50 y 100 ng L"). Las recuperaciones obtenidas
se muestran en la Tabla IV.6, encontrandose todos los valores en el rango 82-123%

para el nivel de fortificacién mas bajo y entre 90-121% para el mas alto.
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Fig. IV.5: EICs obtenidos usando el método DLLME-LC-QqQ-MS? para una muestra

fortificada
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Tabla IV.6. Porcentajes? de recuperacion en aguas de mar

Compuesto Nivel de fortificacion (ng L) Muestra 1 Muestra 2
GYM 10 100 112
50 98 102
13desM 10 95 98
50 96 97
13,19didesM 10 89 90
50 92 94
SPX20G 10 82 114
50 119 121
OA 10 111 109
50 99 96
PTX2 10 96 112
50 102 112
AZA4 10 121 104
50 114 120
DTX2 10 90 118
50 105 90
AZA5 10 104 104
50 101 104
DTX1 50 90 123
100 106 93
AZA3 10 101 113
50 106 106
AZA1 10 105 107
50 95 112
AZA2 10 101 115
50 99 102

aValor medio (n=3)

La Tabla IV.7 muestra una comparacion entre el método desarrollado y otros
previamente publicados para la determinacion de toxinas en agua de mar empleando
LC-MS. Obsérvese que, aunque se alcanzan LDs inferiores con algunos de los métodos
SPE propuestos, éstos implican volimenes de muestra mucho mayores (entre 200 y
500 ml) y, por tanto, tiempos de tratamiento de muestra de hasta 9 h. Por el contrario,
con el procedimiento DLLME presentado en este Capitulo se requieren Unicamente 12
mL de muestra y apenas se invierten 5 min en su tratamiento. El volumen de
disolventes organicos usado en DLLME es considerablemente menor, teniendo en
cuenta su caracter miniaturizado. Finalmente, resaltar el nimero de toxinas aqui

determinadas, que es superior al considerado en métodos previos.
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4. Conclusiones

En este trabajo se ha llevado a cabo, por primera vez, la optimizacién de una
técnica miniaturizada basada en microextraccion en fase liquida para |la
preconcentracion de trece toxinas marinas lipofilicas, pertenecientes a cuatro familias
quimicas diferentes. La combinacién de DLLME con LC-QqQ-MS? permite alcanzar muy
buena sensibilidad y un alto grado de selectividad (a niveles de ppt) para el andlisis de
agua de mar. La ausencia de efecto matriz permitidé la cuantificacién de las muestras
frente a estandares acuosos. En ninguna de las muestras de agua del Mar Menor de

Murcia estudiadas se detectaron las toxinas.
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Microextraccion en fase sélida magnética para la determinacion de
inhibidores de la PDE-5 mediante cromatografia liquida-

espectrometria de masas con triple cuadrupolo
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Resumen

En este estudio se propone el empleo de la técnica de microextracciéon en fase
sélida magnética (MSPE) para la preconcentracién de los inhibidores de la enzima
fosfodiesterasa-5 (PDE-5), sidenafilo, tadalafilo y vardenafilo, y del metabolito activo N-
desmetilsildenafilo en pelo y matrices susceptibles de adulteracién por adicién de
dichos compuestos (bebidas energéticas, geles lubricantes y suplementos dietéticos).
Los analitos se extraen desde las muestras sélidas mediante extraccion sélido-liquido
(SLE) en medio alcalino, mientras que las muestras liquidas no requieren tratamiento
previo a MSPE. El nanomaterial magnético empleado consiste en nanoparticulas de
ferrita dispersas en una matriz de nanotubos de carbono multipared funcionalizadas
con polipirrol (MWCNTs/Fe;O,@PPy). Se han optimizado todos los parametros que
afectan a las etapas de adsorcion (naturaleza y masa del material magnético, tiempo de
extraccion y fuerza idnica de la disolucién de muestra) y desorcién (naturaleza y
volumen del disolvente de desorcién, y tiempo de desorcidén) en MSPE, analizando el
extracto obtenido mediante cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas
en tandem con triple cuadrupolo (LC-QqQ-MS?). La cuantificacion de las muestras se
llevd a cabo usando una matriz modelo. Las recuperaciones estuvieron entre 81 y

123%, dependiendo del analito y la muestra.
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1. Introduccion

En los ultimos afios, la tendencia de la sociedad hacia estilos de vida saludables
ha aumentado el consumo de suplementos alimenticios, formulaciones naturales y
otros productos cominmente adquiridos en herbolarios. Sin embargo, muchos de
estos productos, supuestamente fabricados a base de hierbas, han sido retirados del
mercado al detectar la presencia de farmacos no declarados en su composicién, siendo
los inhibidores de la enzima fosfodiesterasa tipo 5 (PDE-5) adulterantes detectados con
bastante frecuencia. Estos farmacos se administran principalmente para el tratamiento
de la disfuncién eréctil, aunque también han demostrado su eficiencia en la regulacién
de la hipertensién pulmonar. Sin embargo, diferentes efectos secundarios, tales como
dolor de cabeza, enrojecimiento facial, congestiéon nasal, dolor de espalda o trastornos
visuales, han sido descritos con su consumo [1]. En consecuencia, su presencia no
declarada en productos comerciales podria significar un grave peligro para la salud, no
solamente por su ingestion sino también por posibles interacciones con otros farmacos
administrados simultdneamente. Asi, se han descrito casos de diversos efectos adversos
e incluso de muerte por consumo de suplementos dietéticos adulterados [1], dando
lugar a la retirada del mercado de distintos productos [2]. Por todo ello, se hace
necesario el desarrollo de métodos analiticos répidos, de alta sensibilidad, precisién y

exactitud para la deteccién de estos compuestos a bajos niveles de concentracion.

Los primeros inhibidores sintéticos de PDE-5 aprobados fueron citrato de
sildenafilo (SIL), tadalafilo (TAD) e hidrocloruro de vardenafilo (VAR) siendo
comercializados como Viagra® (Pfizer), Cialis® (Elli Lilly) y Levitra® (Bayer),
respectivamente. Aunque otros inhibidores de PDE-5 han sido aprobados después
(udenafilo, hidrocloruro de mirodenafilo o carbonato de lodenafilo), SIL, TAD y VAR
siguen siendo los mas empleados y, seran objeto de analisis en este Capitulo, junto
con N-desmetilsildenafilo (DSIL), que es el principal producto de la metabolizacion de
SIL. Aunque de menor intensidad que su precursor, DSIL también presenta actividad
farmacolégica [1]. La Figura V.1 presenta las estructuras quimicas de los compuestos

objeto de estudio.
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Fig. V.1: Estructuras moleculares de los inhibidores de PDE-5 estudiados

La determinacién de estos farmacos ha sido abordada en diferentes matrices de
muestra, tales como suplementos dietéticos [3-17], bebidas energéticas y alcohdlicas
[9,18], pelo humano [19-23], orina y otros fluidos biolégicos [23-31]. A pesar de que
sangre y orina son matrices muy empleadas en toxicologia forense, el pelo ha ganado
mucho terreno en los Ultimos afios, ya que gran parte de los problemas asociados al
analisis de esta matriz han sido solucionados. Ademas, el pelo, aparte de la facilidad de
obtencién, presenta la capacidad de proporcionar andlisis del consumo retrospectivo

de farmacos y drogas [32].

Aunque se ha aplicado la cromatografia de gases (GC) [3,19] para anélisis de
inhibidores de PDE-5, las caracteristicas de estos compuestos asociadas a su baja
volatilidad implican el uso de reacciones de derivatizacién previas a la separaciéon GC.
Por ello, la cromatografia liquida (LC) aparece como una alternativa mas adecuada,
habiendo sido acoplada a diversos detectores, tales como de fluorescencia (FLD) [4],
ultravioleta (UV) [4,10-13,28-30], espectrometria de masas (MS) y MS en tandem (MS?)
[6,7,18,20-27], UV-MS [5,8,14-17] y amperometria [31].

Para el aislamiento de los analitos desde las muestras sélidas se ha aplicado
extraccion solido-liquido (SLE) [11,22] y extraccidn asistida por ultrasonidos (UAE) [3-

8,10,14-17,19], empleando disolventes organicos, disoluciones acuosas a distintos
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valores de pH y mezclas de ambos. Con objeto de mejorar la sensibilidad y selectividad
de los métodos propuestos para los extractos obtenidos, asi como para las muestras
liquidas, se han aplicado técnicas convencionales de limpieza y/o preconcentracion,
tales como extraccion en fase sélida (SPE) [19,21,24,25,30] y extraccion liquido-liquido
(LLE) [20,26,31]. Los inconvenientes inherentes a estas metodologias clasicas se han
pretendido obviar con el uso de técnicas miniaturizadas. Asi, se ha utilizado la
microextraction dispersiva liquido-liquido (DLLME) para preconcentrar inhibidores de
PDE-5 de fluidos biolégicos [26,28]. La microextraccién en fase sélida magnética (MSPE)
también ha sido aplicada usando diferentes materiales magnéticos [12,13,27,29]. Los
materiales magnéticos fueron empleados con fines analiticos por primera vez en 1999
[33] y desde entonces el desarrollo de cada vez mas novedosos materiales ha ampliado
enormemente sus posibilidades de aplicacion, dando lugar a métodos de analisis de

elevada sensibilidad y selectividad.

En este capitulo se han sintetizado diferentes nanomateriales magnéticos para la
preconcentracién de SIL, TAD, VAR y el metabolito DSIL mediante MSPE y su
determinacién en bebidas energéticas, geles lubricantes, suplementos dietéticos y pelo

humano usando LC-MS? con analizador QqQ.

2. Materiales y métodos

2.1. Reactivos

N-desmetilsildenafilo (DSIL, 1-[4-etoxi-3-(6,7-dihidro-1-metil-7-oxo-3-propil-1H-
pirazol[4,3-d]pirimidin-5-il)fenilsulfonil] piperazina) fue obtenido de LoGiCal Standards
(Luckenwalde, Alemania), mientras que sildenafilo (SIL, 1-[4-etoxi-3-(6,7-dihidro-1-metil-
7-oxo-3-propil-1H-pirazol[4,3-d]pirimidin-5-il)fenylsulfonil]-4-metilpiperazina), dihidro-
cloruro de vardenafilo (VAR, (4-[2-etoxi-5-(4-etil-piperazin-1-il)sulfonil-fenil]-9-metil-7-
propil-3,5,6,8-tetrazabiciclo[4.3.0]nona-3,7,9-trien-2-ona  dihidrocloruro) y tadalafilo
(TAD, (6R-trans)-6-(1,3-benzodioxol-5-il)-2,3,6,7,12,12a-hexahidro-2-metil-pirazino
[1,2":1,6] pirido[3,4-#lindol-1,4-diona) de Sigma (St. Louis, MO, EEUU). Todos los
estandares se adquirieron disueltos en metanol (MeOH) a 1 mg mL" de concentracién.
Se prepar6 una disolucién en MeOH (Sigma) conteniendo los cuatro estandares (100
mg L") que se almacend a -18 °C y a partir de ésta se prepararon diariamente las

disoluciones de trabajo en agua, manteniéndolas a 4 °C.
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Los reactivos necesarios para la sintesis del nanomaterial magnético finalmente
seleccionado fueron: nanotubos de carbono multicapa (MWCNTs) obtenidos de
Shenzhen Nanotech Port Co. Ltd. (Shenzhen, China) con 40-60 nm de didmetro,
longitud mayor de 5 um vy area superficial de 40-70 m? g'. Sulfato de hierro (Il) y
amonio hexahidratado ((NH,):Fe(SO,),-6H,0), perclorato de sodio y amoniaco (25%,
v/v) se obtuvieron de Panreac (Barcelona, Espafia), cloruro de hierro (lll) hexahidratado

(FeCl3-6H,0) de Scharlau Chemie (Sentmenat, Espaiia) y pirrol monomérico de Sigma.

En la sintesis de otros materiales magnéticos ensayados se utilizd: cloruro de
cobalto (Il) hexahidratado, peroxodisulfato de potasio e hidréxido de sodio de Panreac,
B-ciclodextrina (B-CD) de Tianjin Chemicals Corporation (Tianjin, China), tetraetoxisilano
(TEOS) y 3-glicidiloxipropiltrimetoxisilano (GTMS) de Fluka (Buchs, Suiza). N,N-
Dimetilformamida (DMF), chitosan, cloruro de hierro (ll) tetrahidratado (FeCl,-4H,0),
acetato de sodio, a4cido metacrilico, persulfato de amonio (NH,4),S;0s, anilina, estireno e

hidrocloruro de dopamina fueron adquiridos en Sigma.

Para la fase movil en LC, se utilizd acetonitrilo (AcN) de calidad UHPLC de
Panreac, acido acético (Riedel-de-Haen, Seelze, Alemania) y acetato amoénico (Fisher
Scientific, Leics, Reino Unido). El agua se purifico en un sistema Milli-Q (Millipore,

Bedford, MA, EEUU).
2.2. Instrumentacion

El cromatégrafo liquido fue 1200 UHPLC (Agilent, Waldbronn, Alemania)
equipado con bomba binaria (G1312A). La separacion se llevé a cabo en fase reversa
usando una columna Zorbax Eclipse UHPLC XDB-C18 (50 x 4,6 mm, 1,8 uym) de Agilent.
El programa de eluciéon de la fase movil consistié en una primera etapa isocratica
compuesta por 40:60 AcN:disolucién reguladora de acetato amédnico (0,05 M, pH 6,9)
aplicada durante 6 min, que permitid la elucion de los cuatro analitos, seguida de un
aumento lineal de la proporcidon de AcN hasta el 90% en 1 min, siendo mantenida
durante 2 min, como etapa de limpieza. Finalmente, se reestablecen las condiciones
iniciales en 5 min. La velocidad de flujo de la fase mévil fue 0,6 mL min™'. Volimenes
de inyeccién de 20 pL eran sometidos a analisis LC, utilizando un automuestreador y
manteniendo las disoluciones en viales de 2 mL provistos de microinsertos de 250 L

de capacidad.

174



MSPE-LC-QqQ-MS? para la determinacion de inhibidores de la PDE-5

La deteccidén se realizd en un espectrometro de masas con triple cuadrupolo
como analizador (Agilent, G6410A) y una fuente de ionizacién de electrospray (ESI)
operando en modo negativo. Las condiciones aplicadas en la fuente fueron: presién del
gas nebulizador (nitrégeno), 60 psi; voltaje del capilar, 4000 V; temperatura del gas de
secado, 350 °C y su flujo, 11 L min'. Los espectros de masas se obtuvieron en el
intervalo m/zde 50 a 700 amu. Para analizar los datos obtenidos se utilizé el programa

Agilent Mass Hunter Data Acquisition.

Las condiciones experimentales del detector MS se optimizaron mediante
inyeccién directa de disoluciones individuales de los analitos (5 ug mL™"), eligiendo en
primer lugar las transiciones en modo de monitorizacion de reacciones multiples
(MRM), de las que, la de mayor sensibilidad se emple6 con fines de cuantificacion y el
resto con fines de confirmacion, junto con el tiempo de retenciéon caracteristico de
cada compuesto. Seguidamente, se selecciond el voltaje del fragmentador y las

energias de colision (CE) éptimas para cada transicion previamente elegida (Tabla V.1).

Tabla V.1. Parametros del sistema LC-QqQ-MS? para los farmacos estudiados

Analito  tg (min) log Kow? Peso Transiciones Voltaje del CE (V)
molecular MRM (m/2) fragmentador (V)
DSIL 2,06 0,87 460,55 461 > 85° 220 40
461 > 283 (90) 220 40
TAD 3,16 1,64 389,41 390 > 268 140 5
390 = 169 (33) 120 40
VAR 4,61 1,43 488,61 489 > 151 245 50
489 > 312 (27) 245 40
SIL 4,82 1,23 474,58 475 > 100 220 30
475 > 283 (35) 220 40

2Calculado a pH 7; PTransicién usada para cuantificar. Los valores entre paréntesis indican la abundancia

relativa de la transicion secundaria frente a la cuantificadora.

Para la optimizacion del tratamiento de las muestras se empled un agitador
vortex (Heathrow Scientificc, EEUU), un agitador magnético RH-KTC (IKA, Staufen,
Alemania), un evaporador XcelVapTM (Horizon technology, Salem, EEUU), un agitador
orbital (IKA) y una centrifuga EBA 20 (Hettich, Tuttlingen, Alemania). El iman utilizado
fue un bloque compuesto de Nd-Fe-B, de dimensiones 50x15x15 mm, 86 g de peso y

una resistencia de 33 kg, suministrado por Supermagnete (Gottmadingen, Alemania).
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Para la sintesis de nanoparticulas fue necesario un bafo de ultrasonidos de 9 litros de

capacidad (Selecta, Barcelona, Espafia).
2.3. Sintesis de nanoparticulas

El nanomaterial finalmente seleccionado para MSPE fue MWCNTs/Fe;O,@PPy,
sintetizado en el laboratorio de acuerdo con el procedimiento previamente descrito por
Asgharinezhad y Ebrahimzadeh [34], incluyendo algunas modificaciones. Se disolvieron
0,85 g de (NH,):Fe(SO,4),-6H,0 y 0,422 g de FeCl;-6H,0O en 250 mL de agua, afiadiendo
sobre esta disolucion 0,5 g de MWCNTs y sometiendo la mezcla a ultrasonidos durante
20 min a 50 °C. A continuacién, se agregaron gota a gota 20 mL de una disolucién 8
M de NH4;OH para provocar, con ese medio basico, la precipitacion de las
nanoparticulas magnéticas de Fe;O,4 sobre las paredes de los MWCNTSs. Para completar
el crecimiento del nanomaterial, la reaccién se mantuvo en un bafio de agua a 50 °C
durante 30 min. El precipitado de MWCNTs/FesO, se separd de la disolucion acuosa
con ayuda de un iman, desechando la fase acuosa. El nanomaterial se lavd tres veces

con agua pura y etanol, y se secé a 70 °C durante toda la noche en un horno.

Para conseguir mayor selectividad, MWCNTs/Fe;0, se funcionalizd recubriéndolo
de polipirrol (PPy), mediante una reacciéon de polimerizacién oxidativa en presencia de
FeCl; como oxidante. A 0,6 g de MWCNTs/Fe;0, se afiadieron 250 mL de agua pura,
ajustando el pH a 9 con amoniaco, y se agitdé durante 5 min. Se afiadieron entonces
0,4 mL de pirrol, manteniendo la agitacién otros 10 min, y seguidamente 0,8 g de
perclorato de sodio, y se mantuvo agitando durante otros 5 min. Por ultimo, se
ahadieron gota a gota, con agitacion constante, 50 mL de una disolucién acuosa
conteniendo 0,56 g de FeCls. La reaccién se mantuvo toda la noche a temperatura
ambiente. Finalmente, el nanomaterial MWCNTs/Fe;O,@PPy se lavd varias veces con
agua purificada y etanol hasta que el liquido de lavado era incoloro, y se sec6é a 70 °C

durante toda la noche.

Ademas de este material magnético, se sintetizaron otros diferentes para estudiar

su eficiencia de preconcentracién para los inhibidores de PDE-5:

v El recubrimiento de las MNPs de ferrita con chitosan (FesO,@chitosan) se llevo
a cabo siguiendo el procedimiento descrito por Tong y Chen [35]: 0,4 g de chitosan y
0,2 mL de acido acético se anadieron a 40 mL de acetato sddico 0,1 M, manteniéndose

la mezcla en bafio de ultrasonidos durante 10 min a temperatura ambiente. Por otro
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lado, se afiadieron 1,27 g de FeCl4H,O y 2,70 g de FeCl3-6H,O sobre 100 mL de
acetato sdédico 0,1 M. Finalmente, sobre la mezcla de ambas disoluciones, se afiadieron
gota a gota 40 mL de NaOH 6 M, agitando durante una hora a 55 °C. El producto
formado se lavd con agua y etanol varias veces y se secé en un horno a 60 °C. Las
MNPs generadas tienen caracter hidrofilico y son muy reactivas hacia grupos amino y

carboxilico.

v La sintesis de CoFe,0,4 [36], como alternativa a los nucleos de ferrita, se llevd a
cabo mezclando 25 mL de una disolucién acuosa de FeCl;-6H,O 0,4 M y 25 mL de
CoCly6H,0 0,2 M. Sobre la mezcla se agregaron gota a gota, 25 mL de NaOH 3 M,
manteniendo la disolucién a 80 °C y en agitacion durante 1 h. Una vez enfriada la
mezcla, se retird el material magnético con ayuda de un iman, se lavé con agua vy
etanol y se secé a 100 °C durante toda la noche. La funcionalizaciéon de las MNPs de

CoFe,0, se abordd con distintos materiales:

v Para el recubrimiento con polidopamina (PDA), generando CoFe,O,@PDA, se
afadieron 320 mg de MNPs de CoFe,0O, dispersadas en 160 mL de una disolucién Tris-
HCl a pH 8,5, sonicando en un bafio durante 10 min, seguidamente se afiadieron 320
mg de hidrocloruro de dopamina. Esta disolucién se mantuvo en agitacién orbital
durante 10 h. Las nanoparticulas ya recubiertas, se separaron usando un iman, se

lavaron con agua y etanol y se secaron a 60 °C [37].

v La funcionalizacién con poliestireno (PS), para generar CoFe,O,@PS [38],
implicé la adicién de 6 mL de estireno y 0,6 mL de acido metacrilico a 200 mg de
nucleos magnéticos de ferrita de cobalto dispersados en 100 mL de agua. La mezcla se
mantuvo en agitacién a 70 °C y en ausencia de oxigeno. Para iniciar la polimerizacién,
se afadieron 0,1 g de peroxodisulfato de potasio. Las NPs de CoFe,O,@PS formadas se
lavaron con agua y etanol y se mantuvieron a 60 °C durante 24 h. Este recubrimiento

polimérico aporta una alta proporcién de estructuras m-conjugadas.

v" El recubrimiento con polianilina (PANI), dando lugar a CoFe,O,@PANI [39], se
llevd a cabo afiadiendo 0,2 mL de anilina monomérica y 0,25 g de MNPs de CoFe,0, a
10 mL de HCl 3 mM, manteniendo la mezcla en agitacién durante 16 h a temperatura
ambiente. Posteriormente, se afiadieron gota a gota 5 mL de (NH4),S;05 2,2 mM, y se
mantuvo la agitacién toda la noche. Finalmente, el producto CoFe,O,@PANI se separo,

se lavd con agua y etanol varias veces y se sec6 a 100 °C durante 12 h. Estas
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nanoparticulas son hidrofilicas, estables y buenas extractantes de compuestos polares y

aromaticos por la interaccion mt-1t con su anillo bencilico.

v La funcionalizacién con polipirrol (PPy), para la generacion de CoFe,O,@PPy
[34], se obtuvo por adicion de 1 g de CoFe,O4 y 0,5 mL de pirrol monomérico a 400
mL de una disolucién acuosa ajustada a pH 9 con amoniaco (25%, v/v), agitando
durante 10 min. A continuacion, se afiadié 1 g de perclorato de sodio, manteniendo la
agitacion otros 10 min, y seguidamente, 50 mL de una disolucién conteniendo 0,9 g de
FeCl;-6H,0 gota a gota y en agitacion. La reaccion de polimerizacion se dejé proceder
durante 15 h a temperatura ambiente. Finalmente, el material magnético se lavo varias
veces con agua y etanol y se mantuvo a 100 °C durante toda la noche. Estas
nanoparticulas se caracterizan por su elevada estabilidad y su afinidad hacia

compuestos polares.

v Para el recubrimiento de las MNPs de CoFe,O4 con silice y B-ciclodextrinas
(CoFe;0,@Si0,/B-CD) se siguid el procedimiento de Liu y colaboradores [40]: a 100 mL
de etanol mantenido a 50 °C se afadieron 1 g de las MNPs, 20 mL de amoniaco (25%,
v/v), 20 mL de agua y 3 mL de TEOS. La mezcla se sometid a agitacién orbital durante
3 h. Las MNPs de CoFe,0,@SiO, generadas se separaron de la disolucion usando un
iman, siendo lavadas con etanol y HCI 0,1 M antes de su secado a 80 °C.
Seguidamente, se afadieron 2,5 g de B-CDs disueltas en 50 mL de DMF conteniendo
0,5 g de hidruro de sodio, al material magnético recogido en la etapa anterior. La
disolucién se sometidé a agitacion orbital durante 15 min y se filtré en papel. Después,
se afiadieron 4 mL de GTMS al filtrado, agitando durante 5 h a 90 °C. Una vez enfriada
la disolucion, se afadieron 50 mL de DMF y 1,5 mL de amoniaco (25%, v/v) a 1 g de
las MNPs, dejando la reaccién proceder 12 h mas en agitacién orbital. EIl material

magnético final se lavd con etanol y agua y se secé a 100 °C.
2.4. Muestras y procedimiento analitico

Se analizaron diferentes tipos de muestras adquiridas en tiendas y farmacias

locales:
- Muestras liquidas o solubles en agua:

v Bebidas energéticas. Se analizaron cuatro muestras (B1-B4) comercializadas en
envases de aluminio cuya composicion declarada era 0,032% (m/v) de cafeina para

todas las muestras, 11% (m/v) de glucosa para B1 y B3, y 0% de glucosa para B2 y B4.
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Las muestras fueron filtradas a vacio a través de un filtro de membrana de nylon de
0,45 pm, tomandose una alicuota de 30 mL para proceder a la etapa MSPE detallada

mas adelante.

v Geles lubricantes (G1-G4). Se analizaron cuatro muestras de geles lubricantes
de diferentes marcas y tipos: estimulante, de masaje y lubricacién, con aroma y sabor y
uno deportivo con efecto calor. Se tomaron masas de 5 g de muestra a las que se
ahadieron volimenes de 25 mL de agua, dando lugar a volimenes finales de 30 mL,
agitdndose manualmente la mezcla durante unos segundos antes de su

preconcentracion mediante MSPE.
- Muestras solidas:

v Suplementos dietéticos en formato de cépsulas (S1y S2) y comprimidos (S3-S5)
con diferentes composiciones y finalidades. La muestra S1 se comercializa como
complemento alimenticio para mantener los niveles normales de testosterona
conteniendo ginseng, maca, guarana, L-arginina, canela, vitaminas y cinc. Mientras que
la muestra S2 se compone Unicamente de ginkgo, el cual se asocia a una mejora del
rendimiento cerebral y de la circulacién sanguinea. La tercera muestra (S3) contiene
cinc, vitamina C, extracto de ferula assafoétida (planta afrodisiaca con accion
vasodilatadora) y de ginkgo biloba. La muestra S4 es un complejo vitaminico y de
minerales indicado para hombres mayores de 50 afios. También lo era la muestra S5,
para adultos de 50 afios en general, pero etiquetado como “natural” por ser una
combinacién de plantas tales como amla, acerola, albahaca, arbol del curry, limon,
guayaba, uva, liquen y tagete. Para el andlisis, se utiliz6 el polvo contenido en las
capsulas para las muestras ST y S2, mientras que las muestras S3, S4 y S5

(comprimidos) se trituraron previamente en un mortero.

v' Pelo de cuero cabelludo (P1-P3): se obtuvo de tres varones voluntarios de
edades comprendidas entre 35 y 65 afos. Estas muestras se lavaron previamente dos

veces con metanol y dos veces con agua destilada antes de su tratamiento SLE.

Las muestras solidas fueron sometidas previamente a una etapa SLE en medio
alcalino. Para ello se tomaron 60 mg de pelo o suplemento dietético a los que se
afadieron 30 mL de NaOH 5 mM, manteniendo la mezcla en agitacién orbital durante
12 h. Seguidamente, la fase liquida era separada por filtraciéon a vacio usando un filtro

de membrana de nylon de 0,45 pm, y neutralizada por adicién de 20 pyL de HCl 7 M.
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Procedimiento MSPE. Para la etapa de adsorcion, se afadieron 20 mg de
MWCNTs/Fe;O,@PPy a 30 mL de muestra, tratada segun las condiciones anteriormente
especificadas, y se sometié la mezcla a agitacion vortex durante 10 min. Las MNPs
enriquecidas con los analitos fueron recuperadas con ayuda de un iméan, procediéndose
a la etapa de desorcién por adicion de 1 mL de MeOH vy agitacién orbital durante 1
min. El extracto asi obtenido se evapord hasta sequedad y se reconstituyd en 100 pL

de AcN, de los que 20 pL fueron inyectados en el sistema LC-QqQ-MS2.

3. Resultados y discusion

3.1. Separacion cromatografica y condiciones MS

La separacion de los analitos se llevé a cabo en una columna UHPLC XDB-C18
(50 x 4,6 mm, 1,8 um) para conseguir una mejor resoluciéon de los picos en un corto

periodo de tiempo.

Aplicando elucién isocratica, se optimizd la composicién de la fase moévil usando
una mezcla AcN:acetato amonico (0,05 M, pH=6,9) en distintas proporciones
comprendidas entre 35:65 y 45:55, y diferentes velocidades de flujo en el intervalo 0,3-
0,6 mL min™. Los mejores resultados, en relacién a tiempo de anélisis, resolucion y
forma de los picos cromatograficos, se obtuvieron con un 40% de AcN en la fase movil
y 0,6 mL min™'. Dado que estas condiciones no proporcionaron separacion entre SIL y
VAR, la influencia del pH del componente acuoso de la fase movil fue también
estudiada sin éxito. Sin embargo, dado que estos dos compuestos eran monitorizados
a través de distintas transiciones, se seleccioné la proporcidon 40:60 AcN:acetato
amonico a 0,6 mL min', eluyendo todos los analitos entre 2 y 4,8 min. Se incorpord
una etapa de limpieza con un 90% de AcN para eluir especies mas fuertemente

retenidas y evitar el deterioro de la fase estacionaria.
3.2. Optimizacion del procedimiento MSPE

La optimizacién del procedimiento de preconcentracién se realizé usando un
detector de diodos en serie acoplado a LC. Ya que SIL y VAR eluian con tiempos de
retenciébn muy cercanos, estos estudios se llevaron a cabo utilizando una disolucién

acuosa conteniendo DSIL, TAD y VAR a 50 ng mL™". Dado que la estructura molecular
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de SIL es muy similar a la de VAR (Fig. V.1), se espera que el comportamiento de

ambos farmacos en la etapa MSPE sea muy parecido.

Se estudio la influencia de las variables que afectan en MSPE tanto a la etapa de
adsorcién como de desorcion: naturaleza y masa de MNPs, volumen de fase dadora,
tiempo de adsorciéon, naturaleza y volumen del disolvente de desorcion y tiempo de

desorcion.

El pardmetro mas importante que afecta a la eficiencia de extraccién en MSPE es
la naturaleza del material magnético adsorbente. Se evaluaron diferentes tipos de
recubrimientos poliméricos para los nucleos de CoFe,O, incluyendo PDA, PS, PANI y
PPy, asi como [B-CD. Para los nucleos de ferrita se estudid la eficiencia de los
recubrimientos de chitosdn y MWCNTs funcionalizados con PPy. Un recubrimiento se
considera eficiente cuando adsorbe un alto porcentaje de analitos desde la fase dadora
y, ademas, después se consigue una desorcidn efectiva en un disolvente adecuado. La
eficiencia de los materiales magnéticos ensayados fue estudiada por andlisis mediante
LC tanto de la disolucidn acuosa de los estandares transcurrida la etapa de adsorcion,

como del disolvente empleado para la desorcion de los analitos desde las MNPs.

La Figura V.2 muestra los valores medios de area de pico (n=2), obtenidos por
inyeccion directa en el sistema LC de una disolucion estandar acuosa (50 ng mL™), con
las de esa misma disolucion (25 mL) sometida a la etapa de adsorcién MSPE, usando

25 mg de MNPs mantenidas en agitacién vértex con la fase dadora durante 10 min.
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Fig. V.2: Influencia de la naturaleza de la fase extractante sobre la eficiencia de

preconcentracion.

Se observa en la Figura V.2 que las MNPs con recubrimiento de chitosan y 3-CD
no adsorbieron los compuestos de forma significativa, ya que las sefiales de la fase
dadora practicamente no variaban antes y después de someterla a la etapa de
adsorcién. Por el contrario, los materiales que mejor adsorbieron los inhibidores de
PDE-5 fueron PPy, PS y MWCNTs/PPy, en el orden citado. El resto de los materiales

magnéticos mostraron eficiencias de extraccion intermedias.

A continuacion, se procedio a estudiar la etapa de desorcion para aquellas MNPs
que habian adsorbido los analitos con media y alta eficiencia. Para ello, los 25 mg de
material magnético enriquecido se pusieron en contacto con 1 mL de disolvente de
desorcién y la mezcla se mantuvo en agitacion voértex durante 5 min. El extracto
obtenido se evapord y se reconstituyd en 100 pyL de MeOH para su andlisis. Se
ensayaron MeOH y AcN como disolventes de desorcidon. Los resultados obtenidos se
recogen en la Tabla V.2, donde se puede apreciar, como era de esperar, que los
mejores resultados se obtuvieron con PPy, PS y MWCNTs/PPy. Sin embargo, aunque
PPy adsorbié los analitos en un alto porcentaje, no fueron desorbidos en gran
extensién con ninguno de los disolventes empleados. Por otro lado, MeOH
proporcioné mejores sefiales que AcN para la desorcion desde PS y MWCNTs/PPy,
pero dado que este Ultimo material parecia funcionar mejor para TAD y SIL y el
recubrimiento de PS para DSIL y VAR, se optd por seguir optimizando todos los

parametros MSPE con ambos tipos de MNPs.

182



MSPE-LC-QqQ-MS? para la determinacion de inhibidores de la PDE-5

Tabla V.2. Areas?® de pico obtenidas del analisis del extracto de desorcion desde diferentes tipos

de MNPs.
Tipo de MNPs MeOH AcN

TAD DSIL VAR TAD DSIL VAR
PDA 148 164 227 109 126 215
PANI 93 408 172 84 390 150
PS 546 835 677 431 345 501
PPy 40 213 108 32 198 94
MWCNTs/PPy 1167 328 500 1100 384 425

a Valor medio (n=2)

Seguidamente, se aplicdé un estudio multivariante basado en un disefio Taguchi

para optimizar cuatro parametros interrelacionados a cuatro niveles diferentes cada

uno de ellos: volumen de muestra (10, 20, 30 y 40 mL), masa de MNPs (20, 40, 60 y 80

mg), tiempo de extraccion (5, 10, 20 y 30 min) y volumen de MeOH (1, 2, 3 y 4 mL). El

disefio Taguchi asi planteado dio lugar a 16 pruebas a realizar (Tabla V.3).

Tabla V.3. Disefio Taguchi para la optimizacién del procedimiento MSPE

Ensayo Volumen de Masa de Tiempo de extraccion Volumen de

muestra (mL) MNPs (mg) (min) MeOH (mL)
1 10 20 5 1
2 10 40 10 :
3 10 50 20 3
4 10 70 30 4
5 20 20 10 3
6 20 40 5 4
7 20 50 30 1
8 20 70 20 :
9 30 20 20 4
10 30 40 30 3
11 30 50 5 5
12 30 70 10 1
13 40 20 30 5
14 40 40 20 1
15 40 50 10 4
16 40 70 5 3
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Las areas de pico obtenidas en cada uno de estos experimentos para cada
analito con los recubrimientos de PS y MWCNTs/PPy se muestran en la Figura V.3. Si
bien no se observaron grandes diferencias de sensibilidad para TAD y SIL con las dos
fases extractantes, la extraccion de VAR fue claramente mas eficiente con
MWCNTs/PPy, por lo que MWCNTs/Fe;0,@PPy fue el nanomaterial magnético

seleccionado.
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Fig. V.3: Area de pico obtenida en los experimentos del disefio Taguchi usando dos
MNPs diferentes
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Los resultados del estudio multivariante Taguchi realizado con
MWCNTs/Fe;O,@PPy se muestran en la Figura V.4, en la que se observa que las
sefiales incrementaron con el volumen de muestra hasta 30 mL, siendo el aumento de
sensibilidad menos notable para 40 mL. Con respecto al tiempo de extraccion, la sefial
aumentd hasta 10 min, manteniéndose practicamente constante para tiempos mas
largos. La masa de MNPs se varid entre 20 y 70 mg, encontrandose la méaxima
sensibilidad para la menor masa ensayada. Las sefiales disminuyeron al aumentar el
volumen del disolvente de desorcién en todo el intervalo estudiado, probablemente
debido un efecto de dilucion. Finalmente, se estudié el efecto del pH de la fase acuosa
en el intervalo 2-9, no encontrandose diferencias significativas en ninguno de los casos.
Por tanto, las condiciones seleccionadas como 6ptimas fueron: 30 mL de volumen de
fase acuosa, 10 min de extraccion, 20 mg de MNPs y 1 mL de MeOH como disolvente

de desorcion.
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Fig. V.4: Disefio de Taguchi para el estudio de (A) volumen de fase acuosa, (B) tiempo
de extraccion, (C) masa de MNPs y (D) volumen de MeOH

Para estudiar el tiempo de desorcién, en 1 mL de MeOH se comprobd el efecto
de la aplicacién de energia externa (agitacion vortex, agitacion orbital o ultrasonidos),
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con objeto de acortar esta etapa. Este estudio se realizd en el equipo LC-MS?, por lo
que ya se podia diferenciar entre SIL y DSIL, incluyéndose ambos compuestos para esta
optimizacion. En la Figura V.5 se observa que, para el promedio de los analitos, se
consiguié mayor eficiencia de desorcién aplicando 1 min de agitacién orbital. Cuando
se ensayaron tiempos de desorcién mas largos, la sensibilidad no aumenté, por lo que

finalmente se optd por agitacién orbital durante 1 min.
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Fig. V.5: Efecto de la aplicacion de energia externa en la etapa de desorcion

3.3. Pretratamiento de las muestras

- Muestras liquidas. Se ensayaron diferentes volumenes (5, 10, 20 y 30 mL) de las
bebidas energéticas fortificadas a 10 ng mL™" con los cuatro analitos, diluyéndolas con
agua hasta 30 mL. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura V.6,
observandose un aumento de la sefial con el volumen de muestra fortificada. Por
tanto, se seleccioné un volumen de 30 mL de bebida para el procedimiento MSPE, sin
necesidad de ningln tratamiento previo para este tipo de muestra, excepto una

filtracion a vacio a través de un filtro de membrana de nylon de 0,45 pm.
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Fig. V.6: Efecto del volumen de bebida en la eficiencia de MSPE

Para las muestras de gel, se estudi® su masa entre 1 y 5 g, fortificando la
muestra a 300 ng g y disolviendo el gel en agua hasta 30 mL. La Figura V.7 muestra
un aumento de la sefial con la masa de muestra, siendo 5 g la cantidad de muestra

analizada.
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Fig. V.7: Efecto de la masa de gel en el procedimiento MSPE

- Muestras sdlidas. Los inhibidores PDE-5 se suelen extraer de los suplementos
dietéticos en disolventes organicos [3-5,10,12-14] o mezclas de estos disolventes con
agua [6,7,11,15-17]. Para las muestras de pelo, se propone la modificacién del pH en
ausencia y presencia de disolventes organicos [19-21]. En este trabajo, al emplear
MNPs funcionalizadas con diferentes recubrimientos, que podrian deteriorarse al

emplear disolventes organicos, se optd por evitar su uso en la etapa SLE.
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La optimizacion del procedimiento de extraccion para pelo y suplementos
dietéticos se llevd a cabo con 30 mg de muestra, a la que se afadieron distintos
medios de extraccion (30 mL): NaOH 50 y 5 mM y HCl 50 y 5 mM. Se mantuvieron las
mezclas en agitacion durante 12 h y el extracto fue filtrado con un filtro de nylon de
0,45 pm y neutralizado antes de proceder a su preconcentracion mediante MSPE. La
Figura V.8 muestra los resultados obtenidos para una muestra de suplemento dietético,
proporcionando los mejores resultados la disolucidon béasica mas diluida. El mismo
comportamiento fue observado para las muestras de pelo, selecciondndose, por tanto,

el medio 5 mM en NaOH para la etapa SLE.

4e+5
Em NaOH 50 mM
E NaOH 5 mM
3e+5 1 = HCI 50 M
== HCI 50 mM

2e+5 A

Area de pico

Te+5 A

TAD DSIL VAR SIL Media

Fig. V.8: Influencia del medjo extractante en SLE de suplementos dietéticos

Ademas, se estudio la masa de muestra soélida en el rango de 30 a 60 mg (Figura
V.9), fortificando la muestra a 10 ng g'. Las areas de pico aumentaron al incrementar

la masa de muestra, por lo que se seleccionan 60 mg.
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Fig. V.9: Efecto de la masa de muestra en SLE

3.4. Validacion del método y efecto matriz

El procedimiento propuesto fue validado en términos de precision, limites de
deteccion (LDs) y cuantificacién (LQs), rango de linealidad y exactitud. Para ello, se
obtuvieron graficas de calibrado mediante andlisis de regresién lineal por minimos
cuadrados representando la concentraciéon de analito frente al area de pico. Se obtuvo
linealidad en el intervalo de 0,025 a 25 ng mL", con coeficientes de regresion (R?)

superiores a 0,998.

Se utilizé el método de adiciones estandar a la muestra para estudiar la posible
presencia de efecto matriz. Mediante el #test se compararon las pendientes de las
graficas de adiciones estandar de cada uno de los distintos tipos de muestras con las
obtenidas con estandares acuosos. Aunque se confirmd la presencia de efecto matriz,
puesto que los valores de "p" fueron inferiores a 0,05, al nivel de confianza del 95%, no
se encontraron diferencias significativas entre las pendientes obtenidas para las

distintas muestras de un mismo tipo, por lo que se recomendd la cuantificaciéon con

una matriz modelo.

La sensibilidad del método se evalu6 mediante los LDs, calculados para una
relacién sefial/ruido (S/N) de 3, y los LQs, obtenidos para una relacion S/N de 10. Los
valores obtenidos para cada tipo de muestra, se recogen en la Tabla V.4. La
repetitividad se estudié en términos de desviacion estandar relativa (RSD) para diez
analisis repetidos de una muestra de cada tipo, fortificadas a 20 ng mL". Los valores

obtenidos se situaron en el rango 4,3-7%.
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Tabla V.4. Pardmetros de sensibilidad obtenidos para el método MSPE-LC-MS?

DSIL TAD VAR SIL
Muestras
LQ LD LQ LD LQ LD LQ LD
Bebida? 0,67 0,22 0,30 0,10 0,04 0,01 0,28 0,09
GelP 17 5,8 11 3,7 2,6 0,87 17 5,5
Pelob 215 71 256 85 12 39 99 33
Suplemento dietéticoP 1530 510 329 110 24 8,1 251 84

aExpresados en ng mL™". PExpresados en ng g™'.

3.5. Analisis de las muestras y estudios de recuperacion

El método propuesto se aplicd para la determinacion del contenido de
inhibidores de PDE-5 en varias muestras de diferente procedencia, cuatro bebidas
energéticas, cuatro geles lubricantes, cuatro suplementos dietéticos y pelo capilar de
tres hombres. Los analitos se identificaron comparando sus tiempos de retencién, sus
transiciones y las abundancias relativas entre las disoluciones estandar, las muestras y
las muestras fortificadas. Ninguno de los compuestos estudiados fue detectado en las

muestras a niveles de concentracién superiores a sus correspondientes LDs.

La Figura V.10 corresponde a un cromatograma de iones totales (TIC), asi como
los de iones extraidos (EICs) obtenidos de una muestra de bebida energética fortificada

a 10 ng mL™".
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Fig. V.10: Cromatogramas TIC y EIC obtenidos para una bebida energética fortificada a
10 ng mL7 con los estandares y analizada mediante MSPE-LC-MS?

Para estudiar la exactitud del método desarrollado, se llevaron a cabo ensayos

de recuperacion. Una muestra de bebida energética y otra de un suplemento
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alimenticio se fortificaron a dos niveles de concentracién, 5 y 10 ng mL", una vez
fortificadas se mantuvieron en reposo de 2 horas hasta su anélisis. Las recuperaciones

estuvieron en el rango 81-123% (Tabla V.5).

Tabla V.5. Porcentajes de recuperacién (%) encontrados para los inhibidores de la PDE-5

Nivel de fortificacién Bebida Suplemento
Compuesto . o

(ng mL) energética dietético
DSIL 5 103 86

10 105 123
TAD 5 105 81

10 118 112
VAR 5 111 75

10 97 115
SIL 5 113 82

10 97 112

4. Conclusiones

Se ha propuesto por primera vez la técnica MSPE para la preconcentracion de
cuatro inhibidores de la PDE-5 mediante LC-QqQ-MS?. Para la extraccion se utiliza un
nanomaterial magnético compuesto de MWCNTs/Fe,O; y funcionalizado con PPy que
permite alcanzar bajos limites de deteccién en el andlisis de muestras de muy distinta
naturaleza. Las caracteristicas del método desarrollado le convierten en una
herramienta Util para seguridad humana, a través de la deteccion de productos

adulterados, asi como para estudios forenses.
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Comparacion DLLME y MSPE para la determinacion de herbicidas clorofenoxi con LC
Comparacion de microextraccion dispersiva liquido-liquido y
microextraccion en fase sélida magnética para la determinacion de
herbicidas acidos clorofenoxi en muestras medioambientales
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Resumen

En este Capitulo se comparan dos procedimientos de preconcentracion,
microextraccion en fase soélida magnética (MSPE) y microextraccion dispersiva liquido-
liquido (DLLME), para la determinacion de herbicidas acidos clorofenoxi. Los anélisis se
llevaron a cabo mediante cromatografia liquida y espectrometria de masas en tdndem
con triple cuadrupolo (LC-QqQ-MS?), permitiendo la cuantificacion de seis herbicidas
en aguas y suelos. El aislamiento de los analitos desde las matrices de suelos se realizé
mediante extraccién solido-liquido en condiciones alcalinas. Para MSPE, se afladié una
masa de 40 mg de nanoparticulas magnéticas CoFe,O,@polipirrol a 30 mL de muestra,
0 extracto de suelo, manteniendo agitacién vértex durante 10 min. La desorcion se
consiguié con 0,1 mL de metanol acidificado. Para DLLME, se preconcentraron 10 mL
de muestra en 50 pL de 1-octanol, usando metanol como dispersante. Los
procedimientos se validaron mediante estudios de recuperacion, obteniéndose valores

entre 80-117 y 80-112% para MSPE y DLLME, respectivamente.
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1. Introduccion

Los herbicidas acidos clorofenoxi (CPAHs) son compuestos fitotéxicos empleados
para el control del crecimiento de malas hierbas en diferentes tipos de plantaciones
agricolas. Dos de los herbicidas mas comiUnmente usados en Europa son el acido 4-
cloro-2-metilfenoxiacético (MCPA) y el &cido 24-diclorofenoxiacético (2,4-D) [1].
Debido a la baja volatilidad y alta polaridad y persistencia de los CPAHSs, su dispersion
en el medio ambiente ocurre facilmente, originando problemas de contaminacién. Su
persistencia en el suelo depende de las propiedades de este, tales como el contenido

en materia organica, acidos humicos, oxigeno y acidez [2].

Aunque los CPAHs son muy potentes, incluso siendo aplicados a bajas
concentraciones, su potencial caracter carcinogénico y teratogénico les convierte en
objeto de interés en materia de salud ambiental. En consecuencia, algunos de ellos se
hallan incluidos en la lista europea de contaminantes prioritarios, tales como MCPA,
2,4-D y acido propidnico 2-(2,4-diclorofenoxi) (2,4-DP) [3]. La Organizacion Mundial de
la Salud (OMS), la Agencia Estadounidense de Proteccién Medioambiental (US EPA), asi
como otras organizaciones gubernamentales, establecen un nivel maximo de CPAHs en
aguas potables entre 10 y 70 ug L [1]. De esta forma, resulta necesario el desarrollo
de métodos analiticos para dichos compuestos, que sean fiables y sensibles, para

conseguir su monitorizaciéon a nivel de trazas en muestras medioambientales.

Las técnicas cromatograficas son las mas utilizadas para este propdsito, siendo la
cromatografia liquida (LC) preferentemente elegida por la baja volatilidad de estos
contaminantes, puesto que para trabajar en cromatografia de gases [4-8] es necesaria
una etapa de derivatizaciéon. LC se ha combinado con deteccion ultravioleta (UV) [1-
3,9-21] y espectrometria de masas (MS) [22-25], siendo esta Ultima la mas sensible y la

que aporta una identificacién inequivoca, por lo que fue la empleada en este trabajo.

Ademas, las muestras medioambientales suelen ser matrices complejas, por lo
que se deben incluir etapas de limpieza y preconcentracion en el procedimiento
analitico. En este sentido, el aislamiento de CPAHs desde muestras de suelo, ha sido
llevado a cabo generalmente mediante extraccién sélido-liquido (SLE) usando medios
acuosos a pH basicos [18,22,25], extraccién Soxhlet [21] y ademas con aportacion de
energias externas, tales como extraccion asistida por microondas (MAE) [19] o por

ultrasonidos (UAE) [2,20]. Para la limpieza y/o preconcentracion de los extractos asi
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obtenidos se ha empleado la metodologia en fase dispersa con QUEChERS [25], asi
como extraccion en fase soélida (SPE) [18]. Para las muestras de agua, la
preconcentracion también ha sido abordada mediante técnicas convencionales como

extraccion liquido-liquido (LLE) [4] y SPE [18,23].

Sin embargo, para conseguir un bajo consumo de disolventes, costes y tiempo,
diversas técnicas miniaturizadas han proporcionado muy buenos resultados, tanto de
microextraccién en fase sélida (SPME) [6,9,24], como en fase liquida (LPME) [11], entre
las que destacan LPME en fibra hueca (HF-LPME) [12], microextraccidn en gota Unica
(SDME) [5], microextraccion dispersiva liquido-liquido (DLLME) en su version clasica
[7,13], con demulsificacion por disolvente-DLLME [1] y mediada con micelas inversas
[14], microextraccion en gota directamente suspendida [3], microextraccion por
emulsificacion asistida por ultrasonidos (USAEME) [8] y microextraccion por adsorcion

sobre barra agitadora (SBSE) [10].

La microextraccion en fase soélida magnética (MSPE) con nanoparticulas
magnéticas (MNPs) [26] estd suscitando un gran interés en el area de la Quimica
Analitica. En esta técnica, las MNPs se dispersan en la disolucién de los analitos, donde
los adsorben, siendo recuperadas estas nanoparticulas enriquecidas usando un campo
magnético externo, aplicado al acercar un iman. Por ultimo, los analitos son desorbidos
de las MNPs en un disolvente adecuado. Comparada con la SPE convencional, MSPE
simplifica el tratamiento de la muestra, puesto que no es necesario empaquetar el
adsorbente dentro de una columna y, ademés, la fase dadora y aceptora se separan
rapidamente por la acciéon del iman. La bibliografia muestra aplicaciones de MSPE para
la determinacidon de CPAHs en andlisis de aguas [16,17], arroz [27] y brotes de soja

[15], utilizando materiales magnéticos de distinta composicién.

Este trabajo presenta la optimizacion de dos procedimientos miniaturizados,
DLLME y MSPE, para la determinacion de seis herbicidas CPAHs, cuyas estructuras
moleculares se representan en la Figura VI.1: dicamba (acido 3,6-dicloro-2-
metoxibenzoico), 2,4-D, MCPA, 24-DP, &cido 2-(4-cloro-2-metilfenoxi)propionico
(MCPP) y é4cido 4-(24-diclorofenoxi)butirico (2,4-DB), en aguas y suelos. La
determinaciéon se lleva a cabo mediante LC y espectrometria de masas en tandem
(MS?), con triple-cuadrupolo (QqQ) como analizador de masa. Hay que destacar que no
se han publicado trabajos previos para la determinacién simultanea de estos seis

analitos, y, ademas, se presentan aqui nuevas conclusiones en cuanto a la comparacion
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de los dos métodos de preconcentracién estudiados y su seleccién en funcién del tipo

de muestra a analizar.
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Fig. VI.1: Estructuras moleculares de los CPAHSs estudiados

2. Materiales y métodos

2.1. Reactivos

Los disolventes utilizados, acetonitrilo (AcN) y metanol (MeOH), fueron de
calidad LC-MS de Panreac (Barcelona, Espaiia). El agua se purificd6 con un sistema Milli-
Q (Millipore, Bedford, MA, EEUU). Los estandares analiticos de los CPAHs estudiados se
obtuvieron de Fluka (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemania). Se prepararon disoluciones
individuales de cada analito a 1000 ug mL" en MeOH y se almacenaron en viales
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ambar a -20 °C. Las disoluciones de trabajo se prepararon diariamente en agua y se
almacenaron a 4 °C. Otros reactivos necesarios fueron acetato amoénico (Sigma-
Aldrich), acido acético (Riedel-de-Haén, Seelze, Alemania), acido sulfurico (Merck,

Darmstadt, Alemania) y 1-octanol (Acros Organics, Geel, Bélgica).

Para la sintesis de las MNPs de ferrita de cobalto (CoFe,0,4) con recubrimiento de
polipirrol (CoFe,O,@PPy) se utilizéd cloruro de hierro (lll) hexahidratado (FeCl;-6H,0)
(Scharlab, Sentmenat, Espafia), cloruro de cobalto (ll) hexahidratado (CoCl,-6H,0) (Acros
Organics, NJ, EEUU), pirrol monomérico (Sigma-Aldrich), hidréxido de sodio (Riedel-de-
Haén, Seelze, Alemania), perclorato de sodio y acido clorhidrico (Panreac). El nucleo de
CoFe,0O, se sintetizé por coprecipitacion de las correspondientes sales. Seguidamente,
se recubri6 mediante polimerizacion oxidativa, segun el procedimiento descrito por

Asgharinezhad y Ebrahimzadeh [28].
2.2. Instrumentacion

El analisis se realizd6 en un sistema Agilent (Waldbronn, Alemania) 1200 HPLC
equipado con una bomba cuaternaria (G1312A). Se trabajé en fase reversa con una
columna cromatogréafica Cig (15 cm x 2,1 mm, 5 pm) (Sigma-Aldrich). La fase movil
estaba compuesta por el disolvente A (disolucién tampdn de acetato aménico 5,3 mM,
pH 4) y el disolvente B (AcN), trabajando con el siguiente gradiente: una primera etapa
isocratica con la mezcla 87:13 A:B durante 2 min, seguidamente un gradiente lineal
hasta 73:27 A:B en 0,5 min, manteniéndose esta composicion durante 7,5 min.
Finalmente, otro incremento lineal hasta el 55% de B en 5,5 min. La velocidad de flujo
fue 0,5 mL min™. El volumen de inyeccion era de 15 pL, se utilizd un automuestreador,
siendo las muestras mantenidas en viales de vidrio de 2 mL provistos de microinsertos

con pie polimérico.

La deteccidn se llevd a cabo mediante un espectrdmetro de masas provisto de
fuente de ionizacién por electrospray (ESI) y analizador de triple cuadrupolo (Agilent,
G6410A). La fuente ESI operd en modo negativo, aplicando los siguientes parametros:
voltaje del capilar, 4000 V; presion del gas nebulizador, 60 psi y temperatura y flujo del
gas de secado, 350 °C y 11 L min’", respectivamente. Se utilizd nitrégeno como gas
nebulizador y de colision. El espectro de masas se registré en el rango m/z 50-1000
amu. Para el desarrollo del método y la adquisicién de datos cualitativos y cuantitativos

se empled el software “Agilent Mass Hunter Data Acquisition”.
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Se llevé a cabo un estudio preliminar de las transiciones para cada compuesto
en el modo de monitorizacion de reacciones multiples (MRM), mediante infusion
directa en la fuente de ionizacién de disoluciones individuales de 10 ug mL" de los
CPAHSs. Las condiciones seleccionadas para la fragmentacién de las moléculas en el
triple cuadrupolo se resumen en la Tabla VI.1. El procedimiento de identificaciéon para
los residuos de herbicidas en las muestras se basé en el tiempo de retencidon y en las
transiciones MRM, lo que incluye la formacién de los iones producto con los valores
my/z mas altos. Aunque dicamba y 2,4-D mostraron el mismo ion precursor, no fue un
problema para su cuantificaciéon, puesto que eluyeron con diferentes tiempos de

retencion.

Tabla VI.1. Parametros del sistema LC-QqQ-MS? para los CPAHs estudiados

. . Transiciones Voltaje del Energia de colisién
Analito tr (min)
MRM (m/2) fragmentador (V) )
Dicamba 41 219 - 1752 60 0
219 > 145 (7) 60 0
2,4-D 7.9 219 > 1612 80 5
219 > 125 (9) 80 30
MCPA 93 199 > 1412 100 10
199 > 125 (1) 100 10
199 > 105 (2) 100 30
2,4-DP 11,1 233 > 161° 80 5
233 > 125 (9) 80 30
MCPP 13,7 213 > 1412 90 10
213 > 105 (2) 90 30
2,4-DB 14,8 247 > 165 (4) 80
247 > 1612 80 2
247 > 125 (11) 80 20

aTransiciones usadas para cuantificar. Los valores entre paréntesis indican la abundancia relativa de la

transicion secundaria frente a la cuantificadora.

Para la técnica MSPE se utilizaron imanes consistentes en bloques (50 x 15 x 15
mm y 86 g de peso) compuestos de Nd-Fe-B y con una fuerza de 33 kg, suministrados
por Supermagnete (Gottmadingen, Alemania). También se emplearon un agitador
vortex de Heathrow Scientific (IL, EEUU), un agitador magnético RH-KTC (IKA, Staufen,

Alemania), una centrifuga Unicen 21 (Alresa, Madrid, Espaia) con capacidad para 4
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tubos de 100 mL, usada en el tratamiento de los suelos, y otra EBA 20 (Hettich,

Tuttlingen, Alemania) para 8 tubos de 15 mL, usada en DLLME.
2.3. Sintesis de las nanoparticulas magnéticas

Para la sintesis del material magnético seleccionado para el método propuesto
(CoFe,0,@PPy), se comenzd por generar los nucleos de ferrita de cobalto siguiendo el
procedimiento desarrollado por Maaz et al. [29]. Para ello se mezclaron 25 mL de una
disolucién acuosa de FeCl3-6H,O 0,4 M y 25 mL de CoCly-6H,0 0,2 M. Seguidamente,
se afadieron gota a gota 25 mL de NaOH 3 M, manteniendo la disolucién a 80 °C y en
agitacion durante una hora. Una vez que la mezcla se encuentra a temperatura
ambiente, se separan las MNPs con ayuda de un iman, se lavan con agua y etanol y se

secan en una estufa a 100 °C durante toda la noche.

Mediante polimerizacidon de los mondémeros de pirrol, via oxidativa en presencia
de cloruro de hierro en disolucion, actuando como oxidante, se procedid a
funcionalizar los nucleos de CoFe,0,, siguiendo el procedimiento previamente descrito
[28]. Para ello, a 2 g de MNPs se afiadieron 800 mL de una disolucién acuosa ajustada
a pH 9 con amoniaco (25%, v/v) conteniendo 1 mL de pirrol, manteniendo agitacion
durante 10 min. Seguidamente, se afadieron 2 g de perclorato de sodio, se agité la
mezcla otros 10 min vy, finalmente, se agregaron gota a gota 100 mL de FeCl;-6H,0 a la
concentracién de 18 mg mL™, con agitacién constante. La mezcla se mantuvo durante
15 h a temperatura ambiente para obtener la polimerizacion. El precipitado final se

lavé varias veces con agua y etanol, secando después a 100 °C durante 12 h.

Otros recubrimientos distintos de PPy, como acido oleico, polidopamina (PDA) y
nanotubos de carbono multipared (MWCNTs), fueron también ensayados como
extractantes. A continuacién, se explica la sintesis de aquellos que no fueron

contemplados en el capitulo V de esta Memoria.

Para sintetizar las MNPs recubiertas de &cido oleico se utilizd de nuevo el
método de Maaz [29], cuando se termind de afadir la disolucién de NaOH se adiciond
a la mezcla 0,5 mL de acido oleico, manteniendo en agitacion una hora a 80 °C. El
material magnético se recogid, lavo y secd de la misma forma que se ha indicado

anteriormente.
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2.4. Muestras y procedimiento analitico
- Muestras de agua:

Se analizaron tres muestras de agua de diferente procedencia (rio, grifo y puerto)
obtenidas en el sureste de Espafa. Se filtraron a vacio a través de filtros de membrana

de 0,45 um de nylon para eliminar posibles solidos en suspensién.

Para la preconcentracion mediante MSPE, se pesaron 40 mg de MNPs de
CoFe,0,@PPy en un tubo Falcon de 50 mL y se afiadieron 30 mL de la muestra de
agua, ambas fases se mezclaron mediante agitacién vértex durante 10 min. Las MNPs
enriquecidas se recogieron con ayuda de un iman externo. Las MNPs son atraidas hacia
la pared del tubo, pudiendo asi decantar la muestra. La desorcién de los analitos se
hizo afladiendo 100 uL de MeOH acidificado con HCI 0,5 M y agitando manualmente 1
min. De nuevo se aplicé el campo magnético externo para recoger las MNPs y el
sobrenadante enriquecido se filtré con filtros tipo Mini-UniPrep de 0,2 um de PTFE

(Agilent), y de este extracto se inyectaron 15 pL en el sistema LC-QqQ-MS2.

Para DLLME, se colocaron 10 mL de muestra en un tubo de vidrio de fondo
conico y se acidificaron a pH 2 con H,SO, y se anadieron 0,5 g de NaCl. Seguidamente,
se inyect6é rapidamente con ayuda de una microjeringa la mezcla de 2 mL de MeOH,
como disolvente dispersante, y 50 pL de 1-octanol, como disolvente extractante,
generandose asi una turbidez en la disolucién que favorece la extraccién de los
analitos. Para romper la emulsién, se centrifugd a 3000 rpm durante 3 min, quedando
la fase de 1-octanol en la parte superior de la disolucion. La microgota enriquecida se

recogioé y se inyectaron 15 pL en el sistema LC-QqQ-MS2.
- Muestras de suelo:

Se analizaron tres suelos agricolas obtenidos de diferentes puntos del sureste de
Espafia (A, B y C). Estos suelos se caracterizaron con contenidos, respectivamente, de
29,5, 46,7, y 32,9% de arcilla; 24,7, 33,5 y 30,2% de limo; 45,8, 19,8 y 36,9% de areng;
0,13, 0,08 y 0,51% de nitrégeno total; 1,09, 0,72 y 1,8% de carbdén orgéanico total; 7,85,
7,95 y 7,3 de pH medido en extractos acuosos (1:1) y 3870, 1320 y 7300 pS cm™ de

conductividad eléctrica para extractos medidos a 25 °C.

Para aislar los analitos desde la matriz sélida de los suelos, se aplicd extraccién

sélido-liquido (SLE) en condiciones alcalinas, mediante el método de Schaner y
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colaboradores adaptado [22]: se pesaron 6 g de suelo a los que se afiadieron 35 mL de
una disolucién de KOH 0,1 M. La mezcla se calenté en un bafio de agua a 70 °C
durante 10 min, después se agité en vortex 5 min y, por ultimo, se centrifugd 10 min a
3000 rpm. Se desechd el residuo solido y se recogieron 30 mL de la disolucion
sobrenadante, que se neutralizd con acido sulfdrico, antes de aplicar el procedimiento

MSPE previamente descrito para las muestras de agua.

Para MSPE y DLLME, se tomaron 30 y 10 mlL, respectivamente, del extracto
obtenido mediante SLE y se sometieron a preconcentracion de igual modo que los
procedimientos descritos anteriormente para las muestras de agua. Se introdujo la
modificacion de utilizar mayor volumen de 1-octanol (200 pL), puesto que la gota de

extractante obtenida para estas muestras era demasiado pequefa y dificil de recuperar.
2.5. Estudios de recuperacion

Para validar ambos métodos, se fortificaron dos muestras de agua (de rio y de
puerto) y dos suelos (A y B) a dos niveles de concentracién (5 y 20 ng mL™" para aguas
y 30 y 120 ng g para suelos). Para dicamba los niveles de fortificacion fueron cinco
veces superiores a los del resto de herbicidas. Las experiencias se realizaron por
duplicado. Los suelos fortificados se homogeneizaron en vértex durante 5 min y se
mantuvieron toda la noche a temperatura ambiente para distribuir los herbicidas y
permitir su interaccién con la matriz, procediendo posteriormente con su andlisis. Las
muestras de agua fortificadas se mantuvieron durante 2 h a temperatura ambiente de

forma previa al anlisis.

3. Resultados y discusion

3.1. Separacion cromatografica y condiciones de deteccion

La retencion de los CPAHs depende fuertemente del pH de la fase mévil, por lo
que se estudié su comportamiento empleando como fase movil diversas mezclas 15:85
de AcN:acetato amonico a diferentes valores de pH en el intervalo 4-8, en condiciones
isocraticas. Los tiempos de retencion disminuyeron al disminuir el pH y, aunque a pH 4
se obtenia una buena resolucién de los primeros picos, los herbicidas mas acidos eran
eluidos a tiempos muy largos. Por consiguiente, se seleccion6 pH 4, pero se procedié a

optimizar un gradiente de elucidon. Los mejores resultados se obtuvieron iniciando el
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programa con una etapa isocratica 13:87 AcN:acetato aménico (pH 4) durante 2 min,
aumentando entonces el porcentaje de AcN hasta el 27% en 0,5 min. Este porcentaje
se mantuvo durante 7,5 min, permitiendo la elucién de los tres primeros compuestos
con cadena carboxilica mas corta: dicamba, 2,4-D y MCPA. Después se incrementd
linealmente el porcentaje de AcN hasta el 55% en 5,5 min, eluyendo el resto de los
herbicidas. La Tabla VI.1 muestra los tiempos de retencién para los analitos, donde se

observa que aquellos con caracter mas acido, son mas fuertemente retenidos.

La ionizacién éptima en la fuente de electrospray se estudié para cada analito
usando el modo full-scan, y la maxima sensibilidad se obtuvo en todos los casos en
modo negativo, siendo el ion precursor la molécula desprotonada [M-H]". El voltaje del
fragmentador, asi como las energias de colisidon, también se sometieron a estudio para
asegurar la mayor sensibilidad de las transiciones MRM. Se seleccionaron, al menos,
dos para cada compuesto, una para cuantificar y otra para confirmacién de la identidad
del compuesto. Los valores seleccionados se recogen en la Tabla VI.1. Como se puede
apreciar, dicamba y 2,4-D tienen el mismo ion precursor, pero esto no resultd ninguin
problema puesto que ambos picos cromatograficos estan totalmente resueltos y

aparecen a diferentes tiempos de retencién.
3.2. Tratamiento de las muestras de suelo

De acuerdo con la bibliografia, la extracciéon de los CPAHs desde suelos es
posible con disolventes organicos acidificados, tales como diclorometano [20] y AcN
[2], o disoluciones acuosas alcalinas [18,22]. Dado que el extracto obtenido en la etapa
SLE del suelo iba a ser seguidamente preconcentrado mediante MSPE o DLLME, era
preferible disponer de un extracto acuoso. Por ello, se estudiaron mediante un disefio
Taguchi, las variables influyentes en la eficiencia de extracciéon en fase acuosa alcalina,
usando para ello una disolucién de KOH. Los tres pardmetros optimizados a cuatro
niveles fueron la concentracién de KOH (0,05, 0,1, 0,5 y 1 M), la temperatura del bafio
(50, 70, 80 y 90 °C) y el tiempo de agitacion en voértex (5, 10, 15 y 20 min), tras la
aplicacién de calor a la mezcla durante 10 min. Los mejores resultados se obtuvieron
para una concentracion de KOH 0,1 M, manteniendo la mezcla a 70 °C y finalmente
agitando en vortex durante 5 min, siendo éstas las condiciones adoptadas para la

etapa SLE.
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Por ultimo, se estudié la cantidad de suelo a analizar, entre 2 y 10 g. Como se
aprecia en la Figura V1.2, la sensibilidad aumenté hasta una masa de 6 g y disminuyo

para masas mayores probablemente debido al efecto matriz. Se seleccioné la masa de

6 g de suelo.
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Fig. VI.2: Influencia de la masa de suelo en la eficiencia de la etapa SLE

3.3. Optimizacion del procedimiento MSPE

Los parametros con mayor influencia en el rendimiento de esta etapa de
preconcentracién son la naturaleza y masa de MNPs, tiempo de extraccién y naturaleza

y volumen del disolvente de desorcién.

Los estudios preliminares para elegir el tipo de MNPs, se llevaron a cabo usando
30 mL de muestra de agua fortificada con los analitos a 100 ng mL™, a los cuales se
ahadieron 4 mg de MNPs y la mezcla se agité en vortex durante 10 min. Para la etapa
de desorcién, se afadieron 3 mL de MeOH vy se aplicé agitacion vértex durante 10 min.
Se utilizaron en todos los casos nucleos de ferrita de cobalto funcionalizados con
distintos recubrimientos: acido oleico, PDA, PPy y MWCNTs. En una primera etapa, se
analizé la fase acuosa, una vez finalizada la etapa de adsorcion. Dado que las sefiales
analiticas no disminuyeron con el uso de CoFe,O,@é&cido oleico, este material
magnético fue descartado para experimentos posteriores. Seguidamente, se analizé la
naturaleza del disolvente de desorcién, para ponerlo en contacto con las MNPs

funcionalizadas con PPy, PDA y MWCNTs, previamente enriquecidas. La desorcion de
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los CPAHs solamente fue posible con MeOH desde las MNPs recubiertas de PPy. Para
desorber los analitos desde PDA y MWCNTs, fue necesario un medio alcalino fuerte,
que presentd problemas de compatibilidad en el sistema LC y provocaba deterioro en
el recubrimiento de PDA. Por tanto, finalmente se seleccionaron las MNPs
funcionalizadas con PPy teniendo en cuenta su capacidad de extracciéon y la facilidad

de desorcién de los analitos, evitando el medio alcalino.

El volumen de muestra se investigd en el intervalo 20-40 mL. Las sefales
aumentaron hasta los 30 mL y disminuyeron ligeramente para volimenes mayores
(Figura VI.3), probablemente debido a que, con volimenes mayores, la difusion de los
analitos hacia el material adsorbente resulta méas lenta y dificil. En consecuencia, se
seleccion6 un volumen de 30 mL de muestra, que corresponde también al volumen de

sobrenadante que se recoge después del tratamiento de los suelos.
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Fig. VI.3: Efecto del volumen de muestra en MSPE

El tiempo de adsorcién se estudié entre 5y 15 min, y los resultados obtenidos
sugieren que se alcanza el equilibro a los 10 min, por lo que se selecciond este tiempo

(Figura VI1.4).

213



A. Oller Ruiz

2000
EE 5 min
B 10 min
o P0OT 15 min
o
o
()]
© 1000 +
©
Q
<
500 +

Dicamba 2,4-D MCPA  24-DP  MCPP  24-DB

Fig. VI4: Efecto del tiempo de adsorcion en MSPE

Como disolvente de desorcion se ensayaron MeOH, etanol y AcN,
proporcionando MeOH la mayor eficiencia de desorcién. Ademas, se estudié el efecto
de la acidificacién del disolvente orgénico. Para ello se realizaron experiencias a
diferentes concentraciones de acido clorhidrico en metanol en el intervalo 0,01-1 M. Se
observd un aumento de las sefiales analiticas hasta la concentracion 0,5 M, como se
aprecia en la Figura VL5 manteniéndose practicamente constantes para

concentraciones mayores. Por ello, se escogié la concentracion 0,5 M.
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Fig. VI.5: Influencia de la concentracion de HCI en el disolvente de desorcion
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La cantidad de MNPs usadas y el volumen del disolvente de desorcion son
variables interrelacionadas, por lo que, para optimizarlas, se utilizd un disefio de
Taguchi. Se estudiaron los dos factores a 4 niveles, resultando un disefio de 16
experimentos. La masa de CoFe,O,@PPy se estudio entre 4 y 40 mg y el volumen de
metanol acidificado entre 100 y 400 pyL. Como muestra la Figura VI.6, los mejores
resultados para todos los compuestos se obtuvieron con el volumen minimo ensayado,
como era de esperar, debido al efecto de dilucién que se origina con volimenes
mayores. Masas de MNPs inferiores a 40 mg probablemente resultaron insuficientes
para adsorber los herbicidas. No se estudiaron cantidades mayores para evitar su
agregacion en agua, lo que origina una superficie de carga inefectiva y, ademas, la
necesidad de usar volimenes de desorcion mas altos. Por tanto, los mejores resultados
se obtuvieron con 40 mg de MNPs y el minimo volumen de disolvente de desorcidon

ensayado, 100 pL.
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Fig. V1.6: Resultados del disefio de Taguchi para el estudio de (A) volumen de
disolvente de desorcion y (B) masa de MNPs

Por ultimo, se estudidé el modo de agitacién en la etapa de desorcion, usando
agitacion manual o aplicando ultrasonidos, por medio de un bafio o a través de una
sonda. Sin embargo, el uso de ultrasonidos provocé el deterioro de las MNPs, por lo
que se mantuvo la agitacion manual durante un minuto, que era suficiente para una

completa desorcion.
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3.4. Optimizacion del procedimiento DLLME

Los primeros experimentos para la optimizacion de la DLLME se realizaron
usando 10 mL de una muestra de agua acidificada a pH 2 y fortificada con 100 ng mL™"

de los analitos.

Se estudid en primer lugar el efecto de diferentes disolventes extractantes,
incluyendo de menor (1-octanol, 1-undecanol, 1-dodecanol, tolueno, clorobenceno, 2-
octanona y 2-undecanona) y mayor densidad que el agua (tetracloruro de carbono,
cloroformo, 1,2-dicloroetano, 1,1,2,2-tetracloroetano y tetracloroetileno). En todos los
casos, se us6 un volumen de 100 pL de extractante y 1 mL de metanol como
disolvente dispersante. No se consiguié la extraccién de los analitos cuando se
utilizaron tetracloruro de carbono, tetracloroetileno, 2-octanona y 2-undecanona. Como
muestra la Figura V1.7, la eficiencia de extraccion mas alta para casi todos los CPAHs se

consiguié con 1-octanol, que fue el disolvente seleccionado.
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Fig. VI.7: Estudio de la naturaleza del disolvente extractante

Como disolventes dispersantes se estudiaron acetona, MeOH, etanol y AcN. En
todos los casos inyectando en la fase acuosa la mezcla formada por 1 mL de
dispersante y 100 uL de 1-octanol. Los mejores resultados se obtuvieron con MeOH

para todos los analitos (Figura V1.8), siendo por tanto seleccionado.
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Fig. VI.8: Estudio de la naturaleza del disolvente dispersante

Seguidamente, se optimizaron de manera conjunta los volimenes de las tres
fases implicadas en la técnica DLLME (volumen de 1-octanol, 50-200 uL; volumen de
metanol, 0,5-2 mL y volumen de muestra, 4-10 mL), ademas de la fuerza iénica de la
muestra acuosa, para ayudar a la separacién de las fases (concentracién de NaCl, 0-
15% m/v). Se establecieron cuatro niveles para cada variable y se realizaron 16
experimentos mediante un disefio Taguchi. Los resultados obtenidos se representan en
la Figura VI.9. Como era de esperar, se obtuvo mayor sensibilidad con el volumen de
muestra mas elevado y menor volumen de disolvente extractante. El volumen de

disolvente dispersante elegido fue 2 mL y la concentracién de cloruro sédico, 5% m/v.

Finalmente, el pH de la fase acuosa se estudié en el rango de 2 a 10. Las éreas
de los picos disminuyeron al aumentar el pH, de modo que se seleccioné el valor de

pH mas acido (pH 2).
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Fig. VI.9: Disefio de Taguchi para el estudio de (A) volumen de muestra; (B) volumen de

7-octanol; (C) volumen de MeOH y (D) concentracion de NaCl

Cuando las condiciones seleccionadas en la etapa DLLME se aplicaron a los
extractos obtenidos de la SLE de suelos, la recuperacion de la fase extractante fue muy
dificultosa, probablemente debido a la matriz de esta muestra. La modificacion del
volumen de 1-octanol hasta 200 uL permitié recuperar la fase extractante enriquecida,

por lo que este volumen fue aplicado en DLLME para suelos.
3.5. Validacion del método y estudio del efecto matriz

Los métodos LC-QqQ-MS? combinados con MSPE o DLLME se validaron a
través de los datos obtenidos de intervalo de linealidad, limites de deteccién (LDs) y
cuantificaciéon (LQs), recuperacion y precision. Mediante andlisis de regresién lineal por
minimos cuadrados, se obtuvieron las gréaficas de calibrado representando area de pico
frente a concentracién de analito a cinco niveles diferentes. La linealidad se establecié
desde 0,1 hasta 200 ng mL™" para MSPE, y desde 0,01 hasta 200 ng mL™" para DLLME,

con valores de R? mayores que 0,98 en todos los casos.
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La presencia de efecto matriz en las muestras se estudié usando un ttest, por
comparacion de las pendientes obtenidas usando disoluciones estandar acuosas y

aplicando el método de adiciones estandar a tres muestras de agua y tres suelos.

Para las muestras de agua preconcentradas mediante DLLME, las pendientes
obtenidas mediante adiciones estandar a las muestras fueron similares a aquellas
obtenidas con estandares acuosos (p>0,05 en todos los casos), confirmando asi la
ausencia de efecto matriz y proponiéndose la cuantificacién de las muestras mediante
calibracion acuosa. Por otra parte, para las muestras de suelo, si se confirmé la
existencia de efecto matriz (p<0,05). Sin embargo, dado que no existian diferencias
significativas entre las pendientes de adiciones estandar a los suelos estudiados, se

propuso su cuantificacion usando una matriz de suelo modelo (matrix-matched).

Los resultados obtenidos en la comparaciéon de las pendientes de calibracién
acuosa y adiciones estandar a muestras aplicando el procedimiento MSPE, condujeron

a proponer la cuantificacién usando matrices modelo para suelos y para aguas.

La sensibilidad de los métodos se evalud calculando los LDs, usando el criterio
de relacion sefial/ruido (S/N) igual a 3, y los LQs para relaciones S/N de 10. Los valores
obtenidos se recogen en la Tabla VI.2 para ambos métodos. Al comparar la aplicacion
de las dos técnicas de preconcentracion, se observa que DLLME proporcion6 mayor

sensibilidad que MSPE.

Tabla VI.2. LDs? para los procedimientos DLLME

Muestra Dicamba 2,4-D MCPA 2,4-DP MCPP 2,4-DB
DLLME-LC-QqQ-MS?

Aguas 1.1 0,01 0,02 0,01 0,01 0,18
Suelos 30 0,24 043 0,28 0,35 6,3
MSPE-LC-QqQ-MS?

Aguas 33 0,03 0,60 0,24 0,37 1,5
Suelos 90 0,75 1,50 0,80 0,92 41

ang mL" para aguas y ng g' para suelos.

Los factores de enriquecimiento (FEs), calculados como el cociente entre las
pendientes de las rectas de calibracibn acuosa obtenidas en presencia de
preconcentracién y en ausencia de dicha etapa, estuvieron entre 42 y 132, segun el

compuesto, para MSPE y entre 76 y 185 para DLLME (Tabla VI.3).
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Tabla VI.3. Factores de enriquecimiento y precisién para DLLME y MSPE

Compuesto Dicamba 2,4-D MCPA 2,4-DP MCPP 2,4-DB

DLLME-LC-QqQ-MS?

FEs 76 %4 106 137 131 185
RSD (%)? 8,1 5,5 6,5 76 8,7 12
MSPE-LC-QqQ-MS?

FEs 43 45 42 81 54 132
RSD (%) 9,1 94 6,3 12 7.1 12
an=10

La precision (Tabla VI.3), en términos de desviacidén estandar relativa (RSD), se
calculd a partir de 10 analisis consecutivos de una disolucion estandar de los CPAHs a
70 ng mL". Para MSPE, la RSD estuvo entre 6,3 y 12% para MCPA y 2,4-DB,
respectivamente. Mientras que, para DLLME, se mantuvo en el rango de 55 y 12%,

para 2,4-D y 2,4-DB, respectivamente.
3.6. Analisis de las muestras y estudios de recuperacion

Los procedimientos propuestos se aplicaron a la determinacién del contenido de
los CPAHSs en tres muestras de agua de distinta procedencia y tres suelos agricolas. No

se detectd ninguno de los herbicidas por encima de sus correspondientes LDs.

La Figura VI.10 muestra los cromatogramas de iones totales (TIC) y las
transiciones MRM de cada uno de los analitos, para el suelo B fortificado a 120 ng g,
excepto para dicamba que fue a 480 ng g', y analizado mediante SLE-MSPE
combinado con LC-QqQ-MS2.

220



Comparacion DLLME y MSPE para la determinacion de herbicidas clorofenoxi con LC

TIC
40000 —
20000 —
0 A
1000 —
Dicamba
— 219 ->145
— 219 ->175
500 —
o JeaneLNn Do, N
20000 —
2,4-D
- 219 ->125
- 219 ->161
10000 —
0 J/\
_ MCPA
© 14000 —
2 —— 199 ->105
o — 199 ->125
© —
Ee] 199 -> 141
)
= 7000
Q
g
=
0
30000 —
2,4-DP
— 233 ->125
233 ->161
15000 —
0
45000
MCPP
30000 — = 213 ->105
—_—213->141
15000
0
1000 —
2,4-DB
— 247 ->125
— 247 ->161
500 — = 247 -> 165
0
4 6 8 10 12 14 16

Tiempo (min)

Fig. VI.70: Cromatograma de iones totales y EICs obtenidos para un suelo fortificado y

analizados medjante SLE-MSPE y LC-QqQ-MS?
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Puesto que no se disponia de materiales de referencia certificados para validar la
exactitud del método, se realizaron estudios de recuperacion, fortificando a dos niveles
de concentracién. Las muestras fortificadas fueron una muestra de agua de rio y otra
de puerto, a 5y 20 ng mL" y dos suelos (A'y B) a 30 y 120 ng g™'. Los niveles de
fortificacion para dicamba fueron cinco veces mas altos. Las muestras de suelo se
fortificaron, se homogeneizaron en un agitador durante 5 minutos y se mantuvieron a
temperatura ambiente durante toda la noche. Los valores para las recuperaciones
obtenidas se recogen en la Tabla VI4. Los valores medios de recuperacién fueron
102+10 y 92+9 para aguas Yy suelos, respectivamente, cuando se aplico la
preconcentracién MSPE. Las recuperaciones obtenidas mediante DLLME-LC-QqQ-MS2

variaron entre 91 y 116% para aguas y entre 80 y 112% para suelos.

Tabla VI.4. Recuperaciones (%) obtenidas mediantes DLLME y MSPE combinados con LC-

QqQ-MS?
Nivel de fortificacién®  Agua de Agua de

Compuesto Suelo A Suelo B
(ng mL) rio puerto

Dicamba 25 106 (100) 111 (100) 112 (84) 83 (100)
100 96 (103) 103 (102) 104 (100) 100 (103)

2,4-D 5 105 (105) 108 (80) 87 (93) 80 (88)
20 94 (117) 91 (110) 109 (99) 100 (92)

MCPA 5 106 (112) 108 (86) 87 (93) 82 (96)
20 92 (97) 95 (109) 104 (95) 100 (91)

2,4-DP 5 104 (108) 100 (96) 105 (94) 85 (84)
20 97 (98) 95 (107) 95 (99) 100 (90)

MCPP 5 104 (113) 101 (90) 90 (80) 80 (94)
20 99 (103) 104 (111) 108 (97) 100 (91)

2,4-DB 5 112 (98) 93 (82) 84 (83) 86 (87)
20 106 (112) 116 (104) 109 (112) 101 (91)

3Los niveles de fortificacion para suelos fueron 30 y 120 ng g, excepto 150 y 480 ng g™' para dicamba.

Los valores entre paréntesis corresponden a los porcentajes de recuperacion obtenidos mediante MSPE-

LC-QqQ-MS?

4.

Conclusiones

El uso de LC-QqQ-MS? en combinacién con las técnicas miniaturizadas de

preconcentracién MSPE y DLLME, permite la determinaciéon de bajas concentraciones

de CPAHs en aguas y suelos, caracterizandose las metodologias propuestas para el
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tratamiento de las muestras por ser respetuosas con el medio ambiente. Aunque no se
han encontrado herbicidas en las muestras analizadas, los resultados obtenidos a través
de estudios de recuperaciéon confirman la exactitud de los métodos desarrollados. El
sistema LC, acoplado a MS? trabajando en modo MRM, ha permitido una identificacién
precisa e inequivoca de los seis analitos. Ademas, las ventajas asociadas a los
procedimientos de preconcentracidon aplicados, englobados en la quimica verde,

incrementan el valor analitico de los métodos optimizados.

Tras la validacion de ambos métodos y a la vista de los resultados obtenidos, se
concluye que la técnica con menores tiempos de aplicacién, mas sensible, con FEs mas

eficientes y una cuantificacién mas sencilla ha sido DLLME.
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Conclusiones

La conclusidon global que se puede obtener de esta Memoria es que el
acoplamiento de técnicas de microextracciéon, tanto en fase liquida como en fase sélida
magnética con cromatografia y espectrometria de masas, permite al quimico analitico
disponer de una muy buena herramienta para la determinacion de compuestos organicos
de muy diferente naturaleza, contaminantes o no, contenidos en diversos tipos de

matrices y a muy bajos niveles de concentracion.

Las conclusiones especificas derivadas de las investigaciones presentadas son las

siguientes:

1. La aplicacion de las técnicas miniaturizadas empleadas requiere para las
muestras en estado sélido (fruta, suelos, suplementos dietéticos o pelo humano) una
etapa previa de extraccion sélido-liquido (SLE), con objeto de liberar los analitos desde
la matriz sélida hacia una fase liquida, susceptible de ser sometida a preconcentracion.
Para la etapa SLE, el uso de disoluciones reguladoras, acidos o bases en concentraciones
moderadamente bajas ha permitido la extraccion efectiva de los compuestos de interés.
La aplicacion de energia externa, como ultrasonidos o calor, acelera en ocasiones el

proceso de liberacién de los analitos, acortando asi los tiempos de analisis.

2. Las técnicas de microextraccion han permitido cumplir el objetivo de desarrollar
métodos sensibles y selectivos, ya que se ha conseguido preconcentrar los analitos
presentes en las muestras liquidas o en las fases liquidas obtenidas a partir de las
muestras solidas mediante SLE, logrando asi alcanzar limites de deteccién mucho mas
bajos que los obtenidos por aplicacién directa de los sistemas instrumentales empleados.
Ademas, no solo son preconcentrados los analitos sino que también son aislados de
posibles interferentes con baja afinidad hacia la fase extractante empleada, mejorando

la selectividad de los métodos.

3. La aplicacion de la técnica DLLME permite una extraccion rapida, sencilla, sin
requerimiento de material de laboratorio costoso, con baja generacion de residuos y uso
de disolventes al nivel de los microlitros. Aunque DLLME ha sido ampliamente usada
hasta la fecha, su versatilidad queda demostrada con las nuevas aplicaciones aqui

presentadas, tanto en modo convencional como bajo otras modalidades:

- Asi, se puede aprovechar el contenido en etanol de las bebidas alcohdlicas con
objeto de obviar el uso de disolvente dispersante en su tratamiento mediante DLLME, lo

que es un ejemplo del cumplimiento de los principios de la Quimica Analitica Verde.
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- La sustitucién de los disolventes organicos clasicos habitualmente empleados
como extractantes en DLLME por liquidos idénicos (ILs), hace que el procedimiento sea
respetuoso medioambientalmente. Ademas, si el IL es generado /n situ, la reaccion de
metatesis conduce a la dispersion de la fase extractante en el seno de la fase dadora,

evitando de nuevo el uso del disolvente dispersante.

4. Se ha demostrado la capacidad de la técnica MSPE para preconcentrar analitos
de muy diferente caracter como son los acidos clorofenoxi y los inhibidores de PDE-5.
La funcionalizacion de las MNPs es la clave para dirigir la selectividad de las fases
extractantes. En esta Tesis Doctoral el polimero polipirrol ha formado parte del material

magnético empleado en los dos procedimientos MSPE propuestos.

5. Por otro lado, destacar que el caracter magnético de la fase extractante permite
eliminar la etapa de centrifugacién, siendo aisladas las MNPs por aplicacién de un campo
magnético externo. Para la desorcién de los analitos, es preferible emplear el minimo
volumen posible de disolvente que permita la desorcidon total. La evaporacion del
disolvente de desorcién aparece como una alternativa para incrementar la sensibilidad
de los procedimientos MSPE, cuando se requiere usar un volumen relativamente alto de

disolvente de desorcion.

6. La hibridacion de los procedimientos DLLME y MSPE con las técnicas
cromatogréficas ha permitido la separacion de compuestos muy estrechamente
relacionados. GC ha proporcionado muy buenas separaciones para compuestos volatiles,
como terpenos y clorobencenos, sin necesidad de incluir etapas de derivatizacion,

seleccionando LC para los analitos de baja volatilidad.

7. No todos los procedimientos de microextracciéon desarrollados han sido
directamente compatibles con los sistemas cromatograficos seleccionados. Tal es el caso
del analisis mediante GC de compuestos preconcentrados en ILs. Este inconveniente se
resolvid sustituyendo el sistema de inyeccion con/sin division de flujo por una unidad de
desorcién térmica acoplada a un vaporizador de temperatura programada (TDU/PTV)
que, aprovechando la alta estabilidad térmica de los ILs, evita su entrada en la columna

cromatografica.

8. El uso de los métodos multivariantes como herramientas para la selecciéon de
las condiciones experimentales dptimas de aplicacién de las técnicas de microextraccién

ha permitido considerar la interdependencia de ciertas variables que afectan a la
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eficiencia de la técnica. Ademas, el nimero de experimentos necesarios se reduce
considerablemente respecto del uso de métodos univariantes. Para establecer las
condiciones 6ptimas de aplicacién de las técnicas miniaturizadas en esta Tesis Doctoral,
se han empleado disefios experimentales de matriz ortogonal basados en el método
Taguchi donde se estudian factores especificos entre si a diferentes niveles establecidos,
mientras que con un disefio central compuesto (CCD) se estudia la relaciéon entre los

factores a optimizar dentro de un rango de valores establecidos.

9. El uso de columnas de LC con diametro interno mas pequefio, consigue mejor
resolucién de los picos cromatogréficos, siendo mas estrechos y eluyendo mas
compuestos en un menor tiempo, resultando asi métodos mas rapidos y con menor

consumo de disolvente.

10. La espectrometria de masas se muestra como el sistema de deteccion ideal
para las separaciones cromatograficas. La optimizaciéon previa de las condiciones de
trabajo del detector, en sus distintas modalidades, permite la identificacién y
cuantificacién a muy bajos niveles de concentracién. La fragmentacién molecular
proporcionada por los espectrdmetros de masas en tandem incrementa notablemente la

fiabilidad en la identificacion de los compuestos.

11. Para la seleccién del método de cuantificacién, se ha trabajado con estandares
acuosos, utilizando una matriz modelo o por el método de adiciones estandar a las

muestras, cuando existia un efecto matriz.

12. La precisién de los métodos propuestos ha sido comprobada a través de
estudios de repetitividad y reproducibilidad, encontrandose en todos los casos valores
de desviacion estandar relativa inferiores al 12%, lo que permite concluir que el uso de

técnicas de microextraccién en la etapa de preparacion de muestra, resulta adecuado.

13. La exactitud de los métodos se ha comprobado usando materiales de referencia
certificados cuando se ha dispuesto de ellos o, en caso contrario, mediante estudios de
recuperaciéon. Los valores de recuperacion obtenidos confirman la exactitud de los

métodos desarrollados.

14. Seguidamente, se presenta un resumen con las principales caracteristicas

analiticas de los procedimientos desarrollados en esta Tesis Doctoral.
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Abreviaturas

AA: acido acético

AcN: acetonitrilo

ANOVA: analisis de varianza

APCI: ionizacion quimica a presion atmosférica

API: ionizacion a presién atmosférica
ASE: extraccién acelerada con disolventes
AZA: azaspiracido

CB: clorobenceno

CCD: disefo central compuesto

CD: ciclodextrina

CE: energia de colision

Cl: ionizacién quimica

CIS: sistema de inyeccién en frio

CNT: nanotubo de carbono

CPAH: herbicida acido clorofenoxi
CPE: extraccién en punto de nube
CRM: material de referencia certificado
DAD: detector de diodos en serie
DBC: diclorobenceno

DC: corriente continua

DCM: diclorometano

desM: desmetil espirélida C

didesM: didesmetil espirélida C

DI: inmersién directa

DLLME: microextraccién dispersiva liquido-liquido
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DLPME: microextraccion dispersiva en fase liquida
DMF: N,N-dimetilformamida

DSDME: microextraccion en gota directamente suspendida
DSIL: N-desmetilsildenafilo

DSPE: extraccion en fase sélida dispersa

DTX: dinofisitoxina

EC: Comisién Europea

ECD: detector de captura de electrones

El: ionizacion por impacto electrénico

EIC: cromatograma de iones extraidos

ESI: ionizacién por electrospray

EtOH: etanol

FA: 4cido férmico

FE: factor de enriquecimiento

FID: detector de ionizacién en llama

FLD: detector de fluorescencia

GAC: green analytical chemistry

GC: cromatografia de gases

GO: 6xido de grafeno

GTMS: 3-glicidiloxipropiltrimetoxisilano

GYM: gimnodimina

HCB: hexaclorobenceno

HF: fibra hueca

HPLC: cromatografia liquida de alta resolucién
HS: espacio de cabeza

HSSE: extraccion por absorcion en espacio de cabeza
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Abreviaturas

IARC: Agencia Internacional de Investigacion sobre el Cancer

IL: liquido i6nico

IMIDA: Instituto murciano de investigacion y desarrollo agrario y alimentario

IP: isopropanol

IS: estandar interno

IT: trampa de iones

ITUM: investigacion y tecnologia de uva de mesa

LC: cromatografia liquida

LD: limite de deteccion

LDH: hidréxidos de doble capa

LLE: extraccién liquido-liquido

LLLME: microextraccion liquido-liquido-liquido

LPME: microextraccion en fase liquida

LQ: limite de cuantificacion

m-udSPE: extraccidon microdispersiva en fase sélida magnética
m-DSPE: extraccion dispersiva en fase sélida magnética
MA: asistido por microondas

MAE: extraccién asistida por microondas

Mag-HSAE: extraccién por adsorcion magnética en espacio de cabeza
MCPA: 4cido 4-cloro-2-metilfenoxiacético

MCPP: 4cido 2-(4-cloro-2-metilfenoxi)propidnico
MDSPE: extraccion dispersiva en fase sélida magnética
MeOH: metanol

MEPS: microextraccién en sorbente empaquetado
MIBK: metil isobutil cetona

MIL: liquido iénico magnético

239



MIP: polimero de impresién molecular

MNP: nanoparticula magnética

MOF: estructura metal-organica

MRM: monitorizacion de reacciones multiples
MS: espectrometria de masas

MS?: espectrometria de masas en tandem
MSA: asistido por agitacion magnética
MSPE: microextraccién en fase sélida magnética
MW(CNTs: nanotubos de carbono multipared
ND: no detectado

NQ: no cuantificado

NP: nanoparticula

OA: acido okadaico

OMS: Organizacién Mundial de la Salud
PANI: polianilina

PBT: persistencia, bioacumulacién y toxicidad
PCB: pentaclorobenceno

PDA: polidopamina

PDE-5: fosfodiesterasa tipo 5

PDMS: polidimetilsiloxano

PE: polietileno

PEG: polietilenglicol

PFE: extraccién con fluidos presurizados

PLE: extraccion liquida presurizada

PPs: puntos de penalizacion

PPy: polipirrol
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Abreviaturas

e PS: poliestireno

e PSWE: extraccion con agua subcritica presurizada

e PTV: vaporizador con temperatura programada

e PTX: pectenotoxina

e PVPP: polivinilpolipirrolidona

e Q: cuadrupolo simple

e QAV: quimica analitica verde

e QqQ: triple cuadrupolo

e QUEChERS: "Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged y Safe”
e RDSE: extraccion por adsorcidn sobre disco rotativo
e RF: radiofrecuencia

e RP: fase reversa

e RSD: desviacion estandar relativa

e S/N: relacién sefial-ruido

e SBSE: extraccion por absorcidn sobre barra agitadora
e SCSE: extraccién por absorcién sobre pastilla agitadora
e SDME: microextraccién en gota Unica

e SFE: extraccion con fluidos supercriticos

e SFOD: solidificacion de gota orgénica flotante

e SHS: espacio de cabeza estatico

e SHWE. extraccién en agua supercaliente

o SIL: sildenafilo

e SIM: monitorizacién de iones seleccionados

e SLE: extracciéon sélido-liquido

e SM: supramolecular

e SPE: extraccion en fase sélida
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SPME: microextraccion en fase sélida

SPXs: espirdlidas

SPX20G: 20 metil espirdlida G

SWCNTSs: nanotubos de carbono de pared sencilla
TAD: tadalafilo

TC: temperatura controlada

TCA: tricloroanisol

TCB: triclorobenceno

TD: desorcion térmica

TDU: unidad de desorcidon térmica

TeCB: tetraclorobenceno

TEOS: tetraetoxisilano

TIC: cromatograma de iones totales

TOF: tiempo de vuelo

UA: asistido por ultrasonidos

UAE: extraccién asistida por ultrasonidos

UAWE: extraccion en agua asistida por ultrasonidos
UHPLC: cromatografia liquida de ultraalta resolucién
US EPA: Agencia Estadounidense de Proteccion Medioambiental
US: ultrasonidos

USAEME: microextraccidn por emulsificacion asistida por ultrasonidos
UV: ultravioleta

VA: agitacién con vortex

VAR: vardenafilo
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