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1.1. Estructura de la Tesis

A fin de cumplir con el formato requerido para la presentacion de
esta Tesis Doctoral como compendio de publicaciones, esta memoria se ha
estructurado en varias secciones. La primera de ellas es una introduccién
general en la que se pone de manifiesto la coherencia y relacién directa entre
las publicaciones presentadas, asi como los objetivos y la metodologia
seguidos. Ademads, en esta introduccién general también se describen las
técnicas empleadas de pretratamiento de muestra, el uso de los liquidos

iénicos en cromatografia de gases y las configuraciones instrumentales.

Las secciones siguientes son dos capitulos, en cada uno de los cuales
se incluyen dos publicaciones. Para cada uno de los cuatro trabajos realizados
se presenta un resumen en el que se especifican los objetivos de la
investigacion, la metodologia utilizada, los resultados alcanzados y las

conclusiones finales, seguido de una copia de la publicacién original.

Finalmente, se exponen las conclusiones generales de las cuatro

publicaciones incluidas en esta Tesis Doctoral.

1.2. Introduccidén

La Tesis Doctoral que se presenta se centra en el desarrollo de
metodologias analiticas basadas en la utilizacién de la cromatografia de gases
(gas chromatography, GC) como técnica de separacién y encaminadas a

conseguir una reduccién significativa del esfuerzo necesario para llevar a
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cabo la etapa de tratamiento de muestra con el fin de minimizar costes y

tiempo y reducir los errores asociados a esta etapa del proceso analitico.

La Tesis consta de dos partes dedicadas ambas a la puesta a punto de
metodologias que cumplan las caracteristicas anteriormente descritas pero
que difieren en el tipo de matriz de estudio, dedicdndose la primera parte a

muestras de suelo y la segunda a matrices bioldgicas.

La primera parte se centra en el desarrollo de metodologias de
andlisis para la determinacién de contaminantes en muestras de suelos,
concretamente de clorobencenos y clorofenoles, mientras que la segunda
parte esta dedicada al desarrollo de metodologias rapidas y sencillas para la
deteccién y cuantificacién en orina de compuestos de interés bioldgico como
son los aminodcidos y algunos compuestos descritos como posibles

biomarcadores.

En todas las metodologias propuestas se utiliza un inyector de
temperatura programada (programmed temperature vaporizer, PTV) para la

transferencia de la muestra al sistema cromatografico.

Teniendo en cuenta la diversidad del tipo de matrices y de la
naturaleza de los compuestos estudiados, la optimizacién y desarrollo de
métodos analiticos rapidos para su determinacién implica el uso de una gran

variedad de técnicas de pretratamiento de muestra.

Para el primer trabajo de determinacién de clorobencenos en suelos
incluido en la primera parte de la Tesis, se optimiza su extracciéon de la
matriz mediante una version simplificada de QUEChERS (Quick, easy, cheap,

efficient, rugged and safe) ya descrita [1]. Esta versién elimina la etapa de
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limpieza mediante extraccion en fase sélida dispersiva (dispersive solid phase
extraction, d-SPE) debido a las propiedades no grasas de las matrices de
suelos. Ademads, en este trabajo, también se lleva a cabo una evaluacién del
comportamiento de las nuevas columnas capilares con fases estacionarias de
liquidos iénicos para la separacidén cromatografica de los clorobencenos. La
investigacién con liquidos idnicos ha experimentado un gran crecimiento en
los dltimos afios y algunas de las especiales caracteristicas que presentan [2]
los han hecho interesantes para su estudio como fases estacionarias en
cromatografia de gases. Estos estudios se realizaron con distintas columnas de
liquidos iénicos suministradas por la casa Supelco a través de Sigma-Aldrich
(Steinheim, Alemania) dentro del proyecto internacional SILEP (Supelco

Ionic liquid evaluation program).

Por otro lado, para la determinacién de clorofenoles en suelos se
realiza la preconcentracién de los mismos mediante un sistema automdtico
de microextraccién con sorbentes empaquetados (microextraction by packed
sorbent, MEPS). La técnica MEPS surge del intento de agilizar y hacer mas
eficientes las técnicas de extraccién ya existentes [3,4], basandose en la
miniaturizacién y automatizacién del proceso de extraccién en fase sélida
convencional (solid phase extraction, SPE), de forma que se utilizan menores
volumenes de disolventes y, ademads, los cartuchos de extraccién se pueden

reutilizar un gran numero de veces [5].

En cromatografia de gases son extensamente utilizadas las reacciones
de derivatizacién para la mejora de las caracteristicas cromatograficas de
algunos compuestos. Este es el caso de los clorofenoles, para los que se utiliza

una reacciéon de acilacién con anhidrido acético en medio bdsico
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directamente en el suelo. Esta derivatizacién en medio acuoso favorece en
gran medida el acoplamiento con la técnica MEPS que se aplica

posteriormente.

Las muestras bioldgicas son una fuente de informacién valiosa sobre
el estado de salud de un individuo ya que la presencia de ciertos compuestos
organicos en ellas estd relacionada con algunas funciones celulares basicas
[6]. Es por ello que, el desarrollo de nuevos métodos analiticos para la
determinacién de compuestos en muestras bioldgicas, tal y como se
contempla en la segunda parte de la Tesis, constituye una linea de estudio
necesaria y de gran interés no sélo para la investigacién y descubrimiento de
nuevos biomarcadores [7,8] que puedan servir para la deteccién precoz de
algunas afecciones, sino también como herramienta para evaluar la utilidad

de aquellos que ya han sido propuestos.

En el primer trabajo de esta segunda parte de la Tesis, en el que se
propone un método para la determinacién de aminoacidos en muestras de
orina, se utiliza de nuevo una reaccidén de derivatizacion. En este caso se
emplea el cloroformiato de etilo (ethy! chloroformate, ECF) como reactivo
de derivatizacién de los aminoacidos. Esta derivatizacién esta acoplada a la
técnica de espacio de cabeza (headspace sampling, HS), de forma que los
compuestos derivatizados volatiles se inyectan directamente en el sistema
cromatografico sin necesidad de llevar a cabo tratamientos adicionales para

extraerlos de la matriz.

En el segundo trabajo que se incluye en esta parte de la Tesis, se sigue
utilizando la generacién de espacio de cabeza como técnica de

pretratamiento para la determinacién en muestras de orina de compuestos
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pertenecientes a diferentes familias quimicas y con diferentes volatilidades
que se han descrito como posibles biomarcadores. La técnica de generacién
de espacio de cabeza para el andlisis de biomarcadores voldtiles en matrices
bioldgicas no sélo minimiza el tratamiento que se debe hacer a este tipo de
muestras [9] y permite la automatizacién del proceso, sino que, ademads,
reduce las interferencias de compuestos no voldtiles presentes en matrices
complejas [10]. De esta forma se consigue un método ripido, simple y
sensible capaz de determinar compuestos con diferentes grupos funcionales
que se puede aplicar al andlisis de un gran numero de muestras para el

descubrimiento y confirmacién de biomarcadores.
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1.3.  Objetivos e hipdtesis de trabajo

El objetivo general y principal de esta Tesis Doctoral es la puesta a
punto de metodologias analiticas rapidas en las que se simplifique el
tratamiento de muestra y que permitan la determinacién y cuantificacién de
diferentes compuestos de interés biologico y medioambiental en distintos

tipos de matrices.

Los objetivos concretos de la primera parte dedicada a la

determinaciéon de contaminantes en suelos son fundamentalmente:

» El estudio de las ventajas que puedan tener las nuevas fases
estacionarias de liquidos idnicos para la determinacién de

clorobencenos.

» El estudio de las posibilidades analiticas del acoplamiento de la
derivatizacién y extraccién in situ con MEPS para la

preconcentracion y determinacién de clorofenoles.
Las hipdtesis que se plantean en esta primera parte son:

= La aplicabilidad de una versién simplificada de QuEChERS para la

extraccion de los clorobencenos de las muestras de suelos.

* La posibilidad de que las nuevas fases estacionarias de liquidos
i6nicos, mas polares que las convencionales, permitan la
separacion adecuada de los clorobencenos, teniendo en cuenta que
en funcién del liquido iénico que constituya la fase estacionaria,

las caracteristicas cromatograficas seran diferentes.
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= La posibilidad de llevar a cabo la derivatizacién y extraccion de los

clorofenoles in situ en el suelo.

» La viabilidad de la técnica de microextraccion MEPS para la
preconcentracion de los clorofenoles una vez optimizadas todas

las variables involucradas en ella.

= La posibilidad de acoplamiento de la derivatizacién y extraccién

1n situ con MEPS para la determinacién de clorofenoles.

Los objetivos concretos de la segunda parte de la Tesis dedicada a

matrices bioldgicas son:

» El desarrollo de una serie de metodologias analiticas rapidas,
sensibles y eficaces que puedan ser aplicables a la determinacién y
cuantificaciéon en orina de algunos compuestos descritos como

biomarcadores.

» El estudio de la técnica de espacio de cabeza para la determinacion

de compuestos volatiles en orina.
» El estudio del acoplamiento de la derivatizacién y generacién de
espacio de cabeza para la determinacién de aminoacidos.
En esta parte, las hip6tesis de trabajo planteadas son:
» La posibilidad de llevar a cabo la derivatizacion de los
aminodcidos en muestras de orina.

* La posibilidad de acoplamiento de la derivatizacién con la
generacion de espacio de cabeza para la determinacién de

aminodacidos.
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* La adecuacién de la técnica de espacio de cabeza para la
determinacién de compuestos volatiles en orina, reduciendo asi el
tratamiento que debe hacerse a la muestra y eliminando muchos
compuestos interferentes no voldtiles que presenta este tipo de

matriz.

1.4. Metodologia

Los trabajos de investigacidn realizados y dirigidos al cumplimiento
de los objetivos y a la evaluacién de las hipdtesis planteadas para cada una de

las partes de esta Tesis son:

Determinacion de compuestos de interés medioambiental en muestras de

suelos

- Puesta a punto de un método analitico para la determinacién de
clorobencenos en suelos mediante la extraccién basada en una
version simplificada de QuEChERS, la separacién cromatografica de
los analitos mediante diferentes columnas capilares de liquidos
iénicos y la deteccion mediante micro-detector de captura

electrénica (micro-electron capture detector, pECD).

- Desarrollo de un método analitico para la determinaciéon de
clorofenoles en suelos mediante su derivatizacién y extraccion in situ
con anhidrido acético y la preconcentracién con un sistema
automatico de MEPS acoplado a un cromatdgrafo de gases con un

detector de espectrometria de masas (imass spectrometer, MS).
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Determinacion de compuestos de interés bioldgico en muestras de orina

- Desarrollo de un método analitico para la determinaciéon de
aminodcidos mediante su derivatizaciéon con cloroformiato de etilo

acoplada a HS-PTV-GC-MS y aplicacién a muestras de orina.

- Puesta a punto de un método analitico para la determinacién en

orina de posibles biomarcadores mediante HS-GC-MS.

La metodologia seguida en el desarrollo de todos y cada uno de estos
trabajos consiste en una serie de etapas fundamentales que se llevaran a cabo

de manera secuencial:
1. Optimizacion de la etapa de pretratamiento de muestra

El suelo y la orina son matrices complejas, por lo que el
pretratamiento de muestra empleado para la extraccion de los analitos y la
limpieza de las muestras es una etapa crucial en el desarrollo metodoldgico.
Como ya se ha comentado en el apartado introductorio, esta Tesis aborda
diversas técnicas de pretratamiento de muestra como QuEChERS, MEPS,
reacciones de derivatizacién y HS, que se explicaran de forma mas detallada

en el siguiente apartado.

2. Optimizacion de las variables que afectan al inyector de
temperatura programada, a la separacion cromatogrdfica y a la

deteccion

Todos los métodos analiticos que se proponen en esta Tesis estdn
basados en la cromatografia de gases, por lo que la optimizacién de las

variables involucradas en ella, asi como las relacionadas con el sistema de
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inyecciéon y deteccidn, es una etapa muy importante para el adecuado

desarrollo de un método analitico.
3. Estudio del efecto de matriz

Debido a la complejidad de las muestras de suelo y de orina, un
aspecto fundamental que es mnecesario evaluar para determinar la
aplicabilidad de los métodos propuestos a la determinacién de los
correspondientes analitos en dichas matrices es la existencia o no de efecto
de matriz. De este estudio se desprenderd la posibilidad de utilizar
calibracién externa en el caso de que no exista efecto de matriz, o la
necesidad de determinar los analitos en las muestras mediante el método de

adicion estandar en el caso de que el efecto de matriz esté presente.

4. Determinacion de las caracteristicas analiticas del método

propuesto

En esta etapa se llevard a cabo la evaluacién del comportamiento
lineal de los calibrados, la utilizaciéon del analisis de varianza (analysis of
variance, ANOVA) para comprobar el fallo de ajuste, la evaluacién de la
precision del método a través de la repetibilidad y la reproducibilidad, y el
calculo de los limites de deteccién (/imit of detection, LOD) y cuantificacién

(/imit of quantification, LOQ).
5. Validacion del método propuesto

Con el fin de comprobar que el procedimiento analitico propuesto es
apto para las aplicaciones analiticas previstas es necesario validar el método.

Para ello se utilizardn materiales de referencia certificados en los casos que
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sea posible o bien, muestras con concentraciones conocidas de los analitos de

interés.
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2.1. QuEChERS

La técnica de extraccion liquido-liquido (/iguid-liquid extraction,
LLE) es una de las técnicas de preparacién de muestra mas consolidadas en los
laboratorios de andlisis. La version clésica se ha utilizado durante muchos afios
y aun hoy sigue siendo uno de los métodos de extracciéon mas empleados. Es
un procedimiento sencillo y barato que no requiere equipamiento especifico.
Sin embargo, implica tiempos de andlisis prolongados y utiliza grandes
cantidades de disolventes orgdnicos cuyo uso esta cada vez mas restringido, lo
que ha dado lugar al desarrollo de versiones miniaturizadas del procedimiento
convencional a las que se ha denominado técnicas de microextracciéon con

disolventes (solvent microextraction, SME).

El objetivo de la LLE es la separacién de compuestos basdndose en las
diferencias de solubilidades en dos liquidos inmiscibles. Generalmente, se ha
aplicado para la extracciéon de compuestos orgdnicos en agua o matrices con
alto contenido de agua como frutas, verduras o fluidos bioldgicos. Para la
extraccion se utilizan disolventes organicos apolares (inmiscibles con el agua)
de manera que los compuestos no polares, con mayor afinidad por la fase
organica, se extraen en esta fase. El inconveniente de utilizar disolventes no
polares es la limitada eficacia de la técnica para la extracciéon de compuestos
organicos polares. Sin embargo, el uso de disolventes mds polares, parcial o
totalmente miscibles con el agua, no es posible al no conseguirse una adecuada

separacion de fases.

Para solucionar este inconveniente y poder ampliar la aplicacién de la
técnica LLE a la extraccién de compuestos polares, se ha utilizado la adicién

de sales. El procedimiento consiste en afiadir una alta concentracion de sales
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sobre la mezcla de agua con un disolvente organico miscible o parcialmente
miscible y, por la solvatacion de los iones de las sales con las moléculas de agua,
se consigue la separacion de las dos fases miscibles (acuosa-orgdnica) [1]. Este
fendmeno se conoce como separacién de fases inducida por sales y el
procedimiento de extraccion basado en este principio se denominé extraccién
liquido-liquido asistida por sales (salting-out assisted liguid-liquid extraction,

SALLE) [2].

La principal desventaja de la técnica SALLE radica en que el extracto
organico obtenido suele contener muchos compuestos polares co-extraidos de
la matriz que, en muchas ocasiones, interfieren en la determinacién de los
compuestos objeto de estudio. Este hecho hace que, en la mayoria de los casos,
sea necesario someter al extracto organico a diversas etapas de limpieza antes
de llevar a cabo el procedimiento de determinacién [2]. Otra posibilidad es la
de analizar directamente el extracto, utilizando un detector altamente

selectivo.

Las aplicaciones de esta técnica de extraccién se han centrado
especialmente en el drea del andlisis de pesticidas. El primer método
multiresiduo (multiresidue method, MRM) que se desarroll6 para el analisis
de pesticidas en matrices alimenticias data de 1963 y es el denominado método
Mills. La extraccién de los compuestos se conseguia con acetonitrilo y, para
lograr la separacion de fases (acetonitrilo-agua) se utilizaron éter de petréleo

y cloruro sédico [3].

También se desarrollaron métodos que utilizaban acetona como

disolvente de extraccién en lugar de acetonitrilo [4-6]. En todos ellos se utiliz6
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un disolvente no polar (diclorometano o éter de petrdleo) y cloruro sédico para

lograr la separacion de fases.

Los métodos citados, junto con las numerosas variaciones que se han
desarrollado a partir de ellos, siguen utilizindose hoy dia para el andlisis de

pesticidas en muchos laboratorios de todo el mundo.

A partir de los afios 70, como consecuencia de los problemas para la
salud humana y el medio ambiente relacionados con el uso de disolventes
clorados, se desarrollaron nuevos métodos basados en SALLE en los que se
conseguia la separacidn de fases simplemente afiadiendo sales, es decir, sin

necesidad de utilizar disolventes apolares para inducir dicha separacion.

Algunas de las investigaciones se centraron en el sistema acetona-agua.
Luke y colaboradores consiguieron la separacién de ambas fases afiadiendo una
combinacién de fructosa, sulfato de magnesio y cloruro sédico [7]. Otros
autores lograron esta separacion de fases utilizando diferentes combinaciones
de sales [8,9]. Sin embargo, todos estos procedimientos presentan diversos
inconvenientes relacionados con la alta miscibilidad de la acetona con el agua,
por lo que no se logra una adecuada separacién de fases sin la adicién de

disolventes apolares.

Otros estudios evaluaron el sistema acetonitrilo-agua. El acetonitrilo
es menos miscible con el agua que la acetona, por lo que es posible lograr una
separacidn de fases satisfactoria con la adicién de la cantidad adecuada de sales.
Lee y colaboradores utilizaron cloruro sédico para este propdsito [10], y desde

entonces se han publicado numerosos articulos que utilizan este método o
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pequenas variaciones del mismo para la determinacién de pesticidas en

diferentes matrices [11-13].

Otro disolvente que se ha utilizado en el andlisis de pesticidas es el
acetato de etilo [14-16]. Este, tiene la ventaja de ser lo suficientemente
miscible con el agua como para lograr una adecuada penetracién en los tejidos
vegetales [17] y ademads su solubilidad en agua es menor que la de los otros
disolventes citados, por lo que la separacién de fases se consigue facilmente
con la adicién de una sal desecante, capaz de eliminar el agua que queda en la

fase organica [18,19].

Durante los ultimos 40 afios también se han desarrollado, aunque en
mucha menor proporcién, algunos métodos basados en SALLE que se han
aplicado a la determinacién de compuestos que no son pesticidas. Matkovich
y Christian ya aplicaron la separacién inducida por sales del sistema acetona-
agua en la extracciéon de quelatos metdlicos [20]. Legget y colaboradores
realizaron un estudio en el que utilizaban el sistema acetonitrilo-agua con
separaciéon de fases inducida por cloruro sédico para la determinacién de
concentraciones traza de explosivos en agua [21]. Ademads, la Agencia de
Proteccién Medioambiental de Estados Unidos (United States Environmental
Protection Agency, USEPA) ha propuesto un método (8330B) para la
determinaciéon de compuestos nitroaromdticos, nitroaminas y ésteres de
nitrato, basado en la separacion de fases acetonitrilo-agua inducida con cloruro

sodico [22].

En el ano 2003, Anastassiades y Lehotay [18] modificaron la técnica
SALLE para adaptarla a las exigencias medioambientales y analiticas actuales.

El nuevo método mantiene la simplicidad y eficacia del procedimiento
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convencional, pero utiliza la menor cantidad posible de muestra, asi como una
pequena cantidad de disolventes organicos y material basico de laboratorio. La
técnica se disefid para la extraccién de una amplia gama de pesticidas en
matrices de frutas y verduras y se le asign6 el nombre acrénimo de QuEChERS,
que hace referencia a sus principales ventajas: rapido (quick), sencillo (easy),

barato (cheap), eficaz (effective), robusto (rugged) y seguro (safe).

En el desarrollo del método se estudiaron diferentes disolventes de
extraccion (acetato de etilo, acetonitrilo y acetona), y con todos ellos se
obtenian altas recuperaciones de los pesticidas de interés. Finalmente, se
selecciond el acetonitrilo debido a que presentaba mayor selectividad en la
extraccion de estos compuestos. Sin embargo, trabajando con otras matrices u
otro tipo de compuestos cualquiera de los disolventes citados podria ser
adecuado. También se estudiaron diferentes combinaciones de sales para
lograr la separacion de fases, seleccionando una mezcla de NaCl y MgSOsx (1:4)
que era la mas apropiada para lograr altas recuperaciones de los pesticidas mas
polares, al mismo tiempo que se evitaba la co-extraccién de muchos

compuestos polares de la matriz.

Ademas, los autores del método también simplificaron el
procedimiento de limpieza que se empleaba tras la etapa de extracciéon. El
nuevo procedimiento de limpieza se denominé extraccidon en fase sélida
dispersiva (d-SPE). El proceso consiste en afadir un determinado volumen del
extracto organico en un vial que contiene una pequefa cantidad de un material
adsorbente; generalmente se ha utilizado amina primaria-secundaria (primary
secondary amine, PSA). La mezcla se agita con un vértex de manera que,

idealmente, los compuestos interferentes de la matriz quedan retenidos en el
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adsorbente, mientras que los analitos objeto de estudio permanecen en el
extracto. El siguiente paso es la eliminacion del material adsorbente, mediante
filtrado o centrifugacién y, tras esta etapa, el extracto organico queda listo para
su andlisis. Este procedimiento ha demostrado ser altamente eficaz en la
eliminacién de gran parte de los compuestos lipidicos co-extraidos de la
matriz. Ademads, es mas rapido, mas sencillo y requiere menos disolventes y

materiales que el proceso de SPE convencional.

En la figura 2.1 se han representado de forma detallada las diferentes
etapas del proceso completo (extraccién + limpieza) desarrollado inicialmente

para la extraccion de pesticidas en matrices de frutas y verduras.

10 g de muestra + agua*

Agitar 1 min con vortex

10 mL de acetonitrilo

Agitar 1 min con vortex

Extraccién

4 mg de MgSO, + 1 g de NaCl

1. Agitar inmediatamente 1 min

con voértex
- ~ 2. Centrifugar 5 min a 5000 rpm

1 mL del extracto orgdnico

25 mg de PSA + 150 mg de MgSO,

d-SPE

1. Agitar 0.5 min con vértex
2. Centrifugar 1 min a 6000 rpm

Analisis cromatografico
L —

* Se recomienda la adicién de agua en caso de muestras
secas hasta alcanzar una humedad en torno al 70%.

Figura 2.1. Etapas del procedimiento QuEChERS original
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A partir del procedimiento original, han surgido modificaciones
relacionadas con la utilizacién de disoluciones tamponadas para mejorar la
eficacia de la extraccién de compuestos con propiedades dcido-base [23-25] y
con la adicién de agua sobre muestras secas, con el fin de obtener la humedad
adecuada [26-28]. En la etapa de limpieza mediante d-SPE también se han
desarrollado algunas modificaciones relacionadas con el uso de diferentes
materiales adsorbentes. En el caso de matrices con alto contenido en grasas, se
ha recomendado el uso de Cis, junto con la PSA, ya que proporciona una
limpieza adicional de los compuestos lipidicos co-extraidos [23,29]. Por otro
lado, el uso de negro de carbdn grafitizado (graphitized carbon black, GCB) ha
demostrado su eficacia en la eliminacién de clorofilas de los extractos [29].
También se han desarrollado algunas aplicaciones en las que se utiliza el

procedimiento de limpieza mediante SPE cldsica, en cartuchos [30-32].

El método ha recibido gran aceptacién a nivel mundial y ha sido
validado en estudios interlaboratorio para numerosos pesticidas en diversas
matrices de alimentos [33-36]. Ademads, ha recibido la distincién de Método
Oficial de la AOAC Internacional (Association of Analytical Communities)

[37].

A pesar de que originalmente QuEChERS surgié como un método
particular para el andlisis de pesticidas en matrices alimentarias, que todavia
hoy en dia se sigue utilizando [38-41], su eficacia y flexibilidad lo han
convertido en una potente herramienta para la determinaciéon de otros tipos
de compuestos y en otras matrices [42], tales como la determinacién de
compuestos farmacéuticos [43-47], hidrocarburos aromadticos policiclicos

(polycyclic aromatic hydrocarbons, PAHs) [48-50], nitrosaminas [51] u
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hormonas esteroideas [52] en muestras de tipo bioldgico, o metilsiloxanos en

productos para el cuidado personal [53].

Respecto a matrices de suelos, se ha utilizado para la determinacién de
pesticidas, insecticidas, fungicidas y herbicidas [54-58], fenoles y cresoles [59],
compuestos farmacéuticos [60], asi como compuestos aromaticos clorados [61]
en diferentes tipos de suelos. Ademas, se ha propuesto una simplificacion del
método QuEChERS para la extraccién de compuestos clorados en muestras de
suelos [62] que elimina la etapa de limpieza debido a las caracteristicas no
grasas de esta matriz, y que se ha aplicado a la determinacién de

trihalometanos y BTEX (benceno, tolueno, etilbenceno y xileno) [63,64].

Esta versién simplificada de QuEChERS ha sido la base de partida para
los diferentes estudios que se presentan en el desarrollo de un método analitico
para la determinacién de clorobencenos en suelos en el primer trabajo

propuesto en esta tesis (I.1).
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2.2. Microextraccién con sorbentes empaquetados

La microextraccién con sorbentes empaquetados (MEPS) es una
técnica de preparacion de muestra basada en la miniaturizacién y
automatizacién del proceso de extraccidn en fase sélida convencional (SPE).
Esta técnica fue desarrollada y patentada por el grupo de Mohamed Abdel-
Rehim en 2004 [1,2].

Se trata de una técnica de preparacién de muestras liquidas y tiene
como objetivo la extraccién de compuestos de interés contenidos en las
mismas. Esta técnica requiere la utilizacién de un dispositivo consistente en
una jeringa provista de un cartucho que contiene una cierta cantidad de
sorbente (entre 0.5 y 4 mg). El cartucho se sitia en el extremo de la aguja que
conecta con el tubo de la jeringa. De esta manera, las muestras aspiradas a
través de la jeringa tienen que atravesar el cartucho que contiene el sorbente
y en el que quedan retenidos los compuestos de interés. La aguja se fija a la

jeringa con una tuerca de cierre, como se puede observar en la figura 2.2.

Los materiales mds comunes utilizados como sorbentes son silice, Cis,
Cs, C2 (estos tres con una base de silice) o intercambiadores fuertes de cationes,
aunque también pueden utilizarse materiales de acceso restringido (restricted
access materials, RAMs) o materiales poliméricos como los polimeros de
impresion molecular (molecularly imprinted polymers, MIPs) [3]. Para
conseguir una preconcentracién de los analitos de interés es necesario
seleccionar el sorbente adecuado de acuerdo a las caracteristicas de los mismos.
Tanto el tamafio del cartucho como el de las particulas del material sorbente
deben ser lo mas pequefios posible para aumentar la velocidad de transferencia

de los analitos desde la muestra liquida al sorbente del cartucho.
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Sorbente
empaquetado

-

Figura 2.2. Cartucho Cs, jeringa de MEPS y disposicion de la

Jeringa en el sistema de inyeccion automadtica

La separacion se realiza mediante una serie de aspiraciones y
expulsiones consecutivas de la muestra liquida a través del cartucho
previamente acondicionado, consiguiéndose la retencién de los analitos en el
sorbente empaquetado. El cartucho se lava entonces con agua ultrapura u otra
disolucién de lavado para eliminar interferencias y, a continuacion, se lleva a
cabo una etapa de secado. Posteriormente, la eluciéon de los analitos se efectda
con una pequeia cantidad de disolvente organico que se hace pasar a través de
la jeringa y puede ser inyectada directamente en un sistema de andlisis, si el
instrumento esta automatizado, o depositada en un vial de muestreo en caso

de tratarse de un dispositivo manual. El esquema del proceso se muestra en la
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figura 2.3.

Acondicionamiento

Paso de muestra

Lavado

Secado

Elucion

Figura 2.3. Esquema de un proceso de extraccion mediante MEPS

Existen dos modalidades de trabajo en MEPS que se diferencian en la
etapa de extraccion de la muestra [4]. En una de ellas, la muestra se pasa por
el cartucho una vez y se desecha, repitiéndose esta operacion con diferentes
alicuotas de muestra hasta coger el volumen total. Esta modalidad se conoce
con el nombre de extract-discard. En la otra modalidad existente, multiple
draw-eject, un volumen fijo de muestra se deposita en un vial y se realizan
multiples tomas y eluciones de la misma siempre del mismo vial. Esta segunda
modalidad es muy interesante cuando el objetivo es extraer la mayor cantidad
posible de analitos de volumenes muy pequeios de muestra, siendo muy util

su aplicacién en bioandlisis [5-7].

Ambas modalidades de microextraccién con sorbentes empaquetados

se pueden realizar mediante dos formas de trabajo diferentes: manual y
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automatica [8]. En la primera, el desplazamiento del émbolo es automatico,
pero las diferentes etapas del proceso de extraccion se llevan a cabo de forma
manual. El volumen total de eluyente se lleva a un vial y desde ahi una parte
se inyecta en el sistema de andlisis. En la segunda, la jeringa MEPS con el
cartucho forma parte de un sistema de inyeccién automatica acoplado en linea
con el sistema de analisis (figura 2.2), por lo que tanto el desplazamiento del
émbolo como las diferentes etapas del proceso se llevan a cabo de forma
automatica y todo el eluyente es inyectado en el sistema de andlisis. Los
cartuchos son los mismos para ambas formas de trabajo, existiendo diferentes
tipos de puntas y grosores de aguja en funcién de si el acoplamiento del MEPS

automatico es a un cromatografo de gases o de liquidos.

El procedimiento manual ofrece la posibilidad de tomar la muestra in
situ [9] y posteriormente, en el laboratorio, realizar la elucién de los analitos.
Sin embargo, la principal ventaja de la forma automadtica de trabajo es que todo
el extracto se inyecta en el cromatédgrafo, mientras que en la manual sélo se
inyecta una pequeila parte. Ademas, trabajando de forma automatica los
volumenes que se utilizan para eluir los compuestos son mucho mas pequefios

que los permitidos con el émbolo digital de la modalidad manual.

Esta técnica MEPS surge a partir de los intentos de agilizar y hacer mads
eficiente la extraccidn en fase sdlida. En especial, el desarrollo de técnicas mas
rapidas de tratamiento de muestra resulta interesante debido a que la mayor
parte del tiempo total de andlisis se invierte en los procesos previos a la propia
identificacién y cuantificacién de los compuestos de interés. La extraccién en
fase solida (SPE) asi como la microextracciéon en fase solida (solid-phase

microextraction, SPME) reemplazaron en poco tiempo a otras técnicas de
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extracciéon que consumian mayor cantidad de disolventes como los procesos
de extraccién liquido-liquido (LLE). La microextraccién con sorbentes
empaquetados (MEPS) pretende mejorar algunos aspectos de estas dos

primeras metodologias.

El principio en el que se basa la microextraccién con sorbentes
empaquetados, el mismo que SPE, es la diferente interaccién de los analitos
entre el sorbente y la muestra liquida. En este caso, la elucién de los analitos
retenidos se realiza mediante unos pocos microlitros de un disolvente organico
como, por ejemplo, metanol, diclorometano o acetato de etilo. Frente a la
extraccion en fase sdlida convencional, la metodologia MEPS reduce
significativamente el tiempo necesario para preparar e inyectar las muestras,
puede combinarse con inyectores automdticos de cromatografia de liquidos y
de gases (la etapa de extraccion e inyeccion se efectian en linea usando la
misma jeringa) y se puede trabajar en un margen de volimenes de muestra
desde unos pocos microlitros hasta varios mililitros. Al igual que en SPE, con
MEDPS se consigue una extraccién de los compuestos de interés presentes en la
muestra, pero ademads, se consigue una preconcentracién de los mismos y se
utiliza, generalmente, una cantidad menor de disolvente orgdnico para su

elucién [9].

Ademas, la pequena cantidad de sorbente que se encuentra dentro del
cartucho de MEPS puede limpiarse de una manera ficil y efectiva entre
muestras utilizando pequefios volumenes de disolventes para reducir el riesgo
de contaminacién entre ellas (efecto memoria). Los cartuchos de MEPS
pueden reutilizarse un gran nimero de veces, siempre que se optimicen las

condiciones de limpieza [5]. Es por todo esto que esta nueva técnica es mas
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ecoldgica y econémica que muchos otros métodos de preconcentracién. De
acuerdo con la Quimica Analitica “verde” [10,11], utiliza pequefias cantidades
de productos quimicos peligrosos y reduce los costes energéticos y los

desechos.

En cuanto a las aplicaciones de esta técnica, la microextraccién con
sorbentes empaquetados se ha utilizado principalmente en bioandlisis
[3,12,13] en matrices tales como plasma humano, orina, sangre o saliva, siendo
muy importante para este tipo de muestras la funcién de MEPS de eliminar los
componentes interferentes de la matriz y de aislar y concentrar selectivamente
los analitos de interés [5,14,15]. Se ha utilizado para el analisis en plasma de
diferentes farmacos como anestésicos locales [1], antidepresivos [5], B-
bloqueadores usados para tratar trastornos del ritmo cardiaco [16],
antipsicéticos [6,17,18], antiepilépticos [19-21] y antiinflamatorios no
esteroideos [22], asi como compuestos opioides [14], cannabinoides [23] y

aminas biogénicas [7].

Se ha extendido el uso de esta técnica para explorar el perfil metabdlico
de la orina [24] y se han propuesto aplicaciones para la deteccién en esta matriz
de compuestos enddgenos como la carnitina y las acilcarnitinas [15],
poliaminas [25], leucotrieno B4 [26], y catecolaminas [27], estas ultimas tanto
en orina como en plasma utilizando métodos innovadores de recogida de
muestra como son las manchas de plasma y orina secas, mas conocidos por sus
nombres en inglés: dried plasma spots (DPSs) y dried urine spots (DUSs). En
orina, ademads de compuestos enddgenos, se ha utilizado la técnica MEPS para
el analisis de antipsicdticos [17], antiepilépticos [19,20], antidepresivos [28],

antiinflamatorios no esteroideos [22], parabenos [29] y drogas como la
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ketamina y sus metabolitos mayoritarios [30], estos ultimos también medidos

en plasma.

La orina y el plasma son las matrices mds utilizadas en bioandlisis. En
menor medida también se han propuesto metodologias en las que se incluye
una etapa de microextraccidén con sorbentes empaquetados para el andlisis de
saliva [17,21,31,32], esputos [33] y muestras de sangre [34,35]. Para andlisis en
sangre también se ha utilizado el método de recogida de muestra de manchas

de sangre secas (dried blood spots, DBSs) [36].

Los estudios en el campo del andlisis de alimentos se centran
principalmente en el andlisis de bebidas como cerveza [37], grappa [38], vino
[39-44] y bebidas sin alcohol [45-47]. Existe también alguna aplicacién en

otros alimentos como huevo [48], miel [49] y carne de cerdo [50].

Ademais, la técnica MEPS se ha aplicado para el estudio de otras
matrices como, por ejemplo, para el andlisis de ftalatos en cosméticos [46] y de

aminas aromadticas provenientes de tintes azoicos de textiles [51].

También se ha utilizado esta técnica para el andlisis de muestras
medioambientales, principalmente de aguas. En este caso las aplicaciones
incluyen: contaminantes orgdnicos prioritarios [52], compuestos policiclicos
[2,53], aminas aromadticas [54], clorobencenos [55], dcidos haloacéticos [56],
disruptores endocrinos como parabenos, triclosan y metil triclosan [57],
fluoroquinolonas [58] y medicamentos antiinflamatorios no esteroideos [59].
Sin embargo, su aplicacién a otras matrices medioambientales se reduce al
estudio de bromodifeniléteres, utilizados como retardantes de llama, en lodos

de depuradora [60] y algunos pesticidas en suelos [61].
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Por ello, la aplicaciéon de MEPS que se propone en esta tesis (1.2) para
la determinaciéon de clorofenoles en muestras de suelos después de su
derivatizacién y extraccién in situ resulta ser, no sélo una metodologia
innovadora para el estudio de estos compuestos en suelos, sino también una
metodologia rapida y simple al utilizar la modalidad automadtica de MEPS
mediante el automuestrador MPS2 de Gerstel (Multi Purpose Sampler,

Alemania) que acopla en linea esta técnica con la cromatografia de gases.
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2.3. Reacciones de derivatizacién

La utilizacién de reacciones de derivatizacién es una estrategia
ampliamente utilizada en cromatografia de gases. Las razones predominantes
para llevar a cabo este pretratamiento quimico son el aumento de la volatilidad
de los analitos en estudio, la mejora de las caracteristicas cromatograficas de
los mismos reduciendo su polaridad y/o el aumento de respuesta en el detector
[1]. Es deseable que este paso se realice de la forma mas rdpida posible y con
un minimo nimero de etapas y reactivos, pero, en muchas ocasiones, se trata

de un paso laborioso y que requiere de un elevado tiempo de trabajo.

La naturaleza quimica, asi como la reactividad de los analitos, van a
fijar el tipo de derivatizacién que se ha de llevar a cabo. Nos centraremos en
las reacciones mas utilizadas para fenoles y aminodcidos, que son los que se
han estudiado a lo largo de esta memoria. Se describird en primer lugar la
reaccién de acilacién de fenoles y, posteriormente la derivatizacién de
aminoacidos con cloroformiatos de alquilo en las que se produce la
derivatizacién simultdnea del grupo amino y del grupo carboxilo que los

conforman.
2.3.1. Reaccion de acilacion de fenoles

Para los compuestos fendlicos, la reaccién mas utilizada ha sido la de
acilacién, ya que se puede llevar a cabo in situ en medio acuoso en pocos
minutos, con un rendimiento alto y bajo coste de reactivos. Se han utilizado
varios reactivos: cloruro de pentafluorobenzoilo (PFBCI) [2], utilizado
especificamente cuando el objetivo es aumentar la sensibilidad al usar un

detector de captura electréonica (ECD), cloroformiatos de alquilo [3,4] o
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anhidrido acético en medio bésico. Este tiltimo es el mds utilizado, debido a la
rapidez y la alta eficacia con la que transcurre la reaccién, incluso a
temperatura ambiente [5-7], y es el que se ha utilizado en la realizacién de esta

tesis.

La reaccién de acilaciéon con los anhidridos de acido supone la ruptura
del enlace entre el oxigeno y uno de los grupos carbonilos del anhidrido (figura
2.4). Un grupo acilo se transfiere al nucledfilo que ataca; el otro retiene su

enlace simple al oxigeno y se convierte en el grupo acilo de un acido

carboxilico.
(¢] o (6] (o]
)LL )L ' T )I\ ' )L
R Imo g R Y HO g
Ruptura del enlace Nucledfilo Producto de la sustitucién ~ Acido carboxilico
en el anhidrido de 4cido nucleofilica acilica

Figura 2.4. Ruptura de un anhidrido de dcido

Los agentes acilantes pueden reaccionar con fenoles (figura 2.5) tanto
en el anillo aromdtico (C acilacién) como en el oxigeno del hidroxilo (O

acilacién).
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Figura 2.5. Reaccion de acilacion del fenol

El producto de la C acilacién es mas estable y predomina bajo

condiciones de control termodindmico, esto es, en presencia de cloruro de

aluminio (condiciones habituales de la reaccién de Friedel-Crafts). Sin

embargo, el producto de la O acilacién se forma mas rapido y predomina bajo

condiciones de control cinético (sin cloruro de aluminio).

La reaccién de O acilaciéon puede ser favorecida por dos caminos

(figura 2.6). Un método supone convertir el anhidrido de 4cido en un agente

de transferencia de acilo mias efectivo, es decir, aumentar su caracter

electrdfilo por protonacién de uno de sus oxigenos carboxilicos con la adicién

de unas pocas de gotas de acido sulftirico. Otra alternativa es aumentar el

caracter nucledfilo del fenol, convirtiéndolo en su anién fendxido en

disolucién basica.
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Figura 2.6. Posibilidades de favorecer la reaccion

La opcién mas utilizada para llevar a cabo la O acilacién es el uso de
medio basico proporcionado por carbonato potasico o sdédico [8-12],
hidrogenocarbonato potésico o sédico [5,13,15,16], hidrogenofosfato potasico
o sddico [16-21] o hidréxido sdédico [22-24]. También se ha propuesto el uso
de 6xido de grafito [25] asi como de otros materiales y compuestos [26-29] para

catalizar la reaccidn sin necesidad de usar medio dcido o basico.

Los ésteres formados son moderadamente polares. Dado que carecen
de grupos hidroxilo, las moléculas de éster no pueden formar enlaces por
puentes de hidrégeno unos con otros; consecuentemente, los ésteres tienen
puntos de ebullicién menores que los alcoholes de peso molecular comparable.
También son bastante estables en medio acuoso neutro, pero se hidrolizan

cuando se calientan en medio 4cido o basico.
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En la presente memoria se ha utilizado la reaccién de formacién de
ésteres con anhidrido acético en medio bdsico para la determinacién de

clorofenoles en muestras de suelo (I1.2).

2.3.2. Derivatizacion de aminodcidos con cloroformiatos de

alquilo

El tratamiento de aminoacidos con cloroformiato de isobutilo fue
propuesto por primera vez en la década de los 70 por Makita y colaboradores
[30-32]. El procedimiento consistia en dos pasos en el que primero se producia
el carbamato procedente de la reaccién del grupo amino con cloroformiato de
isobutilo y seguidamente se llevaba a cabo la metilacién del grupo carboxilo
con diazometano, para lo que era necesaria una extraccién entre ambas etapas

para eliminar el exceso de reactivos.

Posteriormente, los mismos autores propusieron numerosas
aplicaciones y modificaciones de este procedimiento con el fin de mejorarlo
[33-36]. También se propuso la sililacién como alternativa a la metilacién del

grupo carboxilo en la segunda etapa del procedimiento [37].

La reaccién de los cloroformiatos de alquilo con los grupos amino
(figura 2.7) y fendlicos en medio acuoso para dar carbamatos y carbonatos,

respectivamente, era bien conocida y utilizada hasta ese momento.
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Figura 2.7. Mecanismo de formacion de carbamato a partir de amina y

cloroformiato de alquilo [38]

En cuanto a la reaccién de los cloroformiatos con los grupos carboxilo,
se sabia que daba lugar a la formacién de los llamados anhidridos mixtos y que
éstos, a su vez, podian transformarse en ésteres en presencia de un catalizador
bajo ciertas condiciones de reaccién [39,40] o mediante la reaccién (también
catalizada) con un alcohol [41,42], siempre en medios no acuosos. Sin
embargo, nada se sabia de la capacidad de los cloroformiatos para actuar como
agentes de esterificacion de los grupos carboxilo en medio acuoso y, dados los
resultados poco alentadores obtenidos en medios orgdnicos, su aplicaciéon en
procedimientos de derivatizacién para cromatografia de gases no era todavia

posible [43].

Fue a principios de la década de los 90 cuando Husek consiguid la
esterificacién del grupo carboxilo de los acidos grasos con cloroformiatos de
alquilo en medio acuoso en presencia de un alcohol y de piridina como
catalizador [44]. A la vista de los resultados obtenidos con los grupos carboxilo
en su trabajo y teniendo en cuenta la ya conocida reaccién de los
cloroformiatos con los grupos amino, Hus$ek introdujo en el afio 1991 la
derivatizacién de aminoacidos en un solo paso con cloroformiato de etilo [45-

47], en la que se conseguia por primera vez la derivatizacién simultdnea de
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ambos grupos funcionales. Esta derivatizacién consiste en el tratamiento de
los aminodcidos con una mezcla de cloroformiato, alcohol y piridina para
obtener los N(O,S)-alquil alcoxicarbonil ésteres de aminoacidos. Este método
de derivatizacién ofrece muchas ventajas para la determinacién de
aminodcidos mediante cromatografia de gases, ya que se produce en medio
acuoso, a temperatura ambiente en condiciones suaves y practicamente es

instantanea.

En referencia al mecanismo de reaccién que sigue el grupo carboxilo
al reaccionar con los cloroformiatos, Husek propuso que el anhidrido mixto
formado de la reaccién de ambos debia descarboxilarse (-COz) para producir
el éster que contenia el grupo alquilo derivado del cloroformiato de alquilo.
Sin embargo, un estudio posterior de Wang y colaboradores [48] en el que se
hacfan reaccionar los aminoacidos con diferentes combinaciones de
cloroformiatos de alquilo y alcoholes, puso de manifiesto que el anhidrido
mixto reaccionaba con el alcohol para dar lugar al éster que contiene el grupo

alquilo procedente de este alcohol (figura 2.8).
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Figura 2.8. Mecanismo de reaccion de un dcido carboxilico y un

cloroformiato de alquilo [38]

Esta serfa la via de reacciéon conducente al producto mayoritario
cuando se hace reaccionar un grupo carboxilo con cloroformiato en presencia
de alcohol y piridina (figura 2.9 via A). No obstante, también se encontré como
producto de esta reacciéon una pequena cantidad del éster con el mismo grupo
alquilo que el del cloroformiato que se habia utilizado como reactivo de la
reaccion. Este producto minoritario podria proceder de dos posibles rutas. Una
via seria la descarboxilacién del anhidrido mixto (figura 2.9 via B), mientras
que la otra plantea la posibilidad de que una pequefa cantidad de alcohol
producido in situ por la hidrodlisis del cloroformiato de alquilo reaccionara con

el anhidrido mixto (figura 2.9 via C).
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Pese a que la obtencion de dos productos de reaccién parezca en un
principio un inconveniente para su aplicacion, existe una solucion facil para
evitarlo que consiste en la eleccién del mismo grupo alquilo en el alcohol y en
el cloroformiato, para obtener asi el mismo producto mediante ambas vias. De
este modo, el cloroformiato de metilo iria acompafado de metanol, el

cloroformiato de etilo de etanol, y asi sucesivamente.

Debido a la simplicidad y rapidez del procedimiento, asi como a la
pronta caracterizacion de los patrones de fragmentacién de los derivados en el
espectrometro de masas [49], la reacciéon de aminodcidos con cloroformiatos
se extendi6 rapidamente como técnica de derivatizacion para la determinacién
de estos compuestos mediante cromatografia de gases [50,51]. Son muchos los
trabajos que se han publicado desde entonces empleando diferentes
cloroformiatos como cloroformiato de metilo [52-55], cloroformiato de etilo
[56-59], cloroformiato de propilo [60,61] o cloroformiato de isobutilo [62-64],

en diferentes muestras bioldgicas y medioambientales.

En el método propuesto en esta memoria (II.1) se ha utilizado
cloroformiato de etilo con etanol y piridina para la derivatizacién de

aminodacidos en muestras de orina.
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2.4, Generacién de espacio de cabeza

La generacién de espacio de cabeza (HS) es una técnica utilizada para
la separacidn de los compuestos voldtiles de una muestra. Se denomina espacio
de cabeza a la fase gaseosa en contacto con la muestra (liquida o sélida). Puede
acoplarse a diversas técnicas analiticas de separacién y medida, pero se ha
utilizado principalmente acoplada a cromatografia de gases (GC), debido a que

ésta es una técnica muy apropiada para el analisis de fases gaseosas [1].

El procedimiento de generacidn del espacio de cabeza puede llevarse a
cabo de forma estdtica y dinamica [2], siendo la forma estdtica la alternativa

mas sencilla, con mayor grado de automatizacién y la mas rapida.

En HS estatico (static headspace sampling, SHS) la muestra se
introduce en un vial dejando un volumen libre sobre ella. El vial se cierra
herméticamente y se introduce en un horno, de modo que los volatiles se
separan de la matriz y al cabo de un tiempo se establece el equilibrio entre
ambas fases. Una vez alcanzado el equilibrio, una porcién de los volatiles

generados se inyecta en el cromatdgrafo de gases.

A partir de esta modalidad, a la que también se ha denominado HS “en
un paso’, se han desarrollado diversas modificaciones, entre las que pueden
citarse la inclusién de trampas de adsorcién o de trampas que contienen un
disolvente organico, cuyo propdsito es separar los analitos volatiles de interés

del resto de los compuestos de la fase gaseosa.

En 1989 Pawliszyn y su grupo de investigacién introdujeron la técnica
de microextraccién en fase sélida (SPME) [3,4]. Una fibra de silice fundida,

cuya superficie externa estd recubierta con una fase estacionaria inmovilizada,
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se introduce en el vial que contiene la muestra. Al cabo de un tiempo los
volatiles quedan adsorbidos en la fibra, ésta se introduce en la camara de
vaporizacién del inyector del cromatdgrafo de gases y los analitos son
transferidos a la columna cromatogréfica por desorcidn térmica. La fibra puede
sumergirse en el liquido o permanecer en el espacio de cabeza sobre la muestra
liquida o sélida. En el caso en que esta técnica se utilice para extraer los
volatiles del espacio de cabeza de la muestra se denomina HS-SPME. Este
acoplamiento se utilizé por primera vez en 1993 [5] y desde entonces ha sido

empleado para resolver numerosos problemas analiticos.

La modalidad SHS también se ha utilizado combinada con
microextraccién en fase liquida (/iguid-phase microextraction, LPME) [6] en
la que una gota de disolvente organico en la punta de una microjeringa se sitta
suspendida sobre la muestra durante el proceso de generacién de espacio de
cabeza, de manera que se establece un equilibrio de distribucién de los analitos
entre la fase gaseosa y el disolvente organico. Finalmente, el disolvente con los
analitos preconcentrados se inyecta en el cromatdgrafo de gases para proceder

a su analisis.

El modo de generacidn de espacio de cabeza dindmico fue sugerido por
primera vez en 1962 por Swinnerton y colaboradores [7,8]. Bellar y
Lichtenberg [9] desarrollaron la técnica y la denominaron Purga y Trampa
(P&T). En esta modalidad no se establece el equilibrio entre las dos fases del
vial, sino que la separaciéon de los volatiles se lleva a cabo retirando
continuamente la fase gaseosa, hasta que todos los analitos volatiles han sido
extraidos de la muestra. Se utiliza un flujo de gas inerte sobre la muestra sélida

o liquida, o bien se hace burbujear el gas a través de la muestra liquida. Los
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volatiles purgados estan diluidos en el gas extractante y es necesario
focalizarlos en una trampa antes de introducirlos en la columna
cromatogréfica. Esta focalizacién puede hacerse mediante trampa fria, aunque
generalmente se ha utilizado un cartucho empaquetado con un material
adsorbente, a partir del cual los voldtiles se transfieren a la columna

cromatografica por desorcién térmica.

La generacién de espacio de cabeza en ambas modalidades, permite
analizar los compuestos volatiles de una muestra sin interferencias de los
compuestos no volatiles de la matriz. Se trata de un proceso de extraccién
sencillo, que minimiza la etapa de pretratamiento de la muestra, reduciendo
considerablemente los errores asociados a la misma, el tiempo y el coste del

analisis.

La sensibilidad de la metodologia HS-GC depende, ademads del
detector, de la capacidad de la columna cromatografica [10]. El espacio de
cabeza estd constituido por una muestra gaseosa mas o menos diluida. El
problema que se plantea al introducir la muestra en el cromatdgrafo de gases
es como introducir el mayor volumen de muestra posible, para alcanzar los
niveles de sensibilidad deseados y, ademas, hacerlo de forma rdpida para

reducir el ancho de banda inicial del cromatograma.

En el libro publicado por el grupo de investigacién de Bruno Kolb [1]
se describen algunas técnicas que se han empleado para solucionar los
problemas planteados. Se trata de técnicas de enriquecimiento por trampa
criogénica. Con estas técnicas se consigue la preconcentracion de los analitos

y su posterior introduccién rapida en la columna cromatografica.
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Los primeros dispositivos consistian en trampas con forma de U,
fabricados con metal o vidrio, que se introducian en un bafio de nitrégeno
liquido o argén. Una vez conseguida la condensacién de los analitos en el
interior del tubo, el liquido criogénico era retirado manualmente del bafio
antes de que la trampa fuera calentada, en la mayoria de los casos
eléctricamente, para conseguir la evaporacion de los analitos condensados.
Posteriormente, surgen algunos avances para evitar la eliminacién manual del
liquido criogénico. En lugar de un bafio se utiliza un tubo de teflén que rodea
la trampa en forma de U y un flujo de agua caliente desplaza al nitrégeno

liquido una vez finalizada la preconcentracién de los compuestos.

Mas adelante surgen trampas en las que el enfriamiento se consigue
mediante una corriente de gas y la posterior vaporizacién de los analitos
sustituyendo el flujo de gas frio por uno de gas caliente. Con el fin de evitar la
corriente de gas caliente necesaria para conseguir la vaporizacion, surge la idea
de introducir el dispositivo en el interior del cromatégrafo de gases, de modo
que, una vez que el flujo de gas frio deja de circular, la trampa adquiere

rapidamente la temperatura del horno del GC.

Esta estrategia se ha llevado a cabo, principalmente, enfriando la parte
inicial de la columna cromatografica mediante una corriente de nitrégeno gas
(previamente enfriado en el exterior del cromatdgrafo), que se hace circular a
través de un tubo de teflén que rodea la parte inicial de la columna. También
se han utilizado flujos de N2 liquido o CO: liquido. La muestra condensa en
cabeza de columna y posteriormente se aumenta progresivamente la
temperatura para que el disolvente eluya rdpidamente, mientras que los

analitos, con mayor punto de ebullicién, permanecen en una banda estrecha.
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Este sistema tiene algunas limitaciones. En primer lugar, el flujo a
través de la region enfriada esta limitado por el flujo en columna. En segundo
lugar, el atrapamiento en cabeza de columna a baja temperatura no retiene
unicamente los analitos, sino que también se atrapan impurezas o materiales
indeseables, por lo que frecuentemente hay que cortar secciones de columna
para eliminar este material interferente. Por dltimo, cuando Ia
preconcentraciéon se produce a temperatura bajo cero pueden producirse
problemas de bloqueo del flujo en columnas capilares por congelacién de agua

[11-13].

Una alternativa es el uso de pre-columnas, que consisten en una
seccion de columna cromatogréfica desactivada que se conecta a la parte inicial
de la columna en la que se va a realizar la separacion de los compuestos. Estos
dispositivos son mds facilmente reemplazables, aunque requieren una

conexién apropiada a la columna cromatografica.

Ademas del bloqueo del flujo en columna por formacién de hielo, la
presencia de agua en GC puede dar lugar a distorsién de la forma de pico,
particularmente, de aquellos compuestos con menor tiempo de retencién que
eluyen junto con el agua. Para resolverlo se han desarrollado diversas técnicas
para eliminar el exceso de vapor de agua antes de introducir la muestra en la
columna cromatografica. En la técnica de HS dindmico se utilizan membranas
semipermeables y condensadores de reflujo. Cuando se utiliza HS estatico, el
volumen de vapor de agua generado es menor y suele eliminarse mediante

adsorcién quimica selectiva sobre una sal inerte higroscépica [10].

El principal problema de las trampas criogénicas utilizadas es que

suelen ser de fabricaciéon manual y requieren una alta cualificacién para ser
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manejadas de forma adecuada. Esto pone de manifiesto la necesidad de
dispositivos comerciales y ficilmente automatizables que sean capaces de
solucionar los problemas del acoplamiento HS-GC, para conseguir niveles de
sensibilidad apropiados para el analisis de trazas sin comprometer la resolucién

de la zona inicial del cromatograma.

Una posible alternativa es la utilizacién de los dispositivos comerciales
denominados inyectores de temperatura programada (PTV). Estos dispositivos
permiten modalidades de inyeccién en las que la temperatura se puede
programar, reteniéndose en un primer momento los analitos en el inyector
mediante la programacién de una temperatura baja y produciéndose
posteriormente, con la seleccién de una rampa rapida de calentamiento del
cuerpo del inyector, el paso de los compuestos a la columna cromatografica en
un tiempo breve. Esta modalidad de inyeccién ha sido muy utilizada en los

ultimos aflos en combinacién con la técnica de espacio de cabeza.

En cuanto al aumento de la velocidad a la que se realiza la inyeccion,
una solucién son los nuevos acoplamientos que existen para esta técnica,
consistentes en jeringas termostatadas. Estas jeringas sustituyen a las largas
lineas de transferencia de niquel que conectaban el horno de generacién de
espacio de cabeza y el inyector del cromatdgrafo y permiten la inyeccion

rapida del volumen de espacio de cabeza seleccionado.

La generacién de espacio de cabeza es ya una técnica de pretratamiento
de muestra muy asentada y son innumerables las aplicaciones en las que se
propone su utilizacién, en muchos casos combinada con otras técnicas como
la microextraccidn en fase sélida. Las primeras propuestas se basaron en el

andlisis de contaminantes en muestras ambientales como los trabajos de
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Pawlinzyn y colaboradores en los que se analizan compuestos organicos
volatiles [4,5]. También se ha propuesto el acoplamiento con técnicas de
microextraccién en fase liquida para el estudio de contaminantes orgdnicos
como los trihalometanos en este caso en aguas de consumo [6]. Algunas de las
aplicaciones mas recientes que acoplan la técnica de espacio de cabeza con
técnicas de microextraccion en el campo medioambiental se centran en el
analisis de contaminantes organicos y fairmacos en muestras de agua [14-16] y
de hidrocarburos policiclicos aromadticos en suelo [17]. En cuanto a la
utilizacién del espacio de cabeza sin acoplamiento a técnicas de
microextraccién en analisis medioambientales, se han propuesto metodologias
para la determinacién de ibuprofeno en agua [18,19], para la diferenciacién de
crudos de petréleo en muestras de suelos contaminados [20] asi como para el
analisis de restos de gas mostaza en sedimentos marinos in situ mediante el uso

de muestreadores portatiles [21].

Esta técnica de pretratamiento ha sido utilizada también en el analisis
de muestras alimentarias como miel [22], fruta [23], aceites [24,25], productos
carnicos [26], bizcocho [27], vegetales enlatados [28], alimentos procesados
térmicamente [29], zumos [30], salchichas [31] y patatas fritas [32]. En estas
tres ultimas matrices se ha utilizado la técnica HS-SPME. Se han descrito

también aplicaciones para el analisis de surfactantes en muestras textiles [33].

Especial interés se ha prestado recientemente a esta técnica en el
campo del bioanalisis donde se aprovechan algunas de sus caracteristicas. Por
un lado, la técnica permite el andlisis de compuestos voldtiles eliminando
interferentes no volatiles de la matriz, en matrices tan complejas como las

biolégicas (plasma, orina o saliva). Por otro lado, el tratamiento de muestra es
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minimo y se reduce, muchas veces, a la introduccién de la misma en un vial

de muestra y su posterior cierre hermético.

Asi, se han propuesto métodos que utilizan la técnica de espacio de
cabeza acoplada a cromatografia de gases para el andlisis de compuestos como
aldehidos [34,35], 4cidos haloacéticos [36], trihalometanos [37] y compuestos
organoestannicos en muestras de orina [38,39]. Este ultimo utiliza la estrategia

HS-SPME.

Ademas, se han llevado a cabo trabajos que utilizan la técnica de
espacio de cabeza con microextraccién en fase solida acoplada a técnicas de
separaciéon cromatografica con el objetivo de conocer el contenido de
metabolitos volatiles en la orina de individuos sanos y de enfermos y estudiar,
de esta manera, las diferencias existentes en algunos compuestos que podrian
ser considerados potenciales biomarcadores de diferentes enfermedades [40-
44]. Algunas aplicaciones, ademas, incluyen el acoplamiento de la técnica HS
con sistemas de inyeccién de la muestra en frio [45]. Asimismo, se ha utilizado
el perfil de compuestos organicos volatiles de la orina obtenido mediante la
generacién de espacio de cabeza, sin utilizar técnicas de microextraccién, para

discriminar entre individuos sanos y enfermos de tuberculosis [46].

Dentro del campo del bioandlisis existen otras aplicaciones que
exploran las posibilidades del acoplamiento directo de esta técnica con un
detector de espectrometria de masas para el andlisis no separativo de muestras
de saliva [47-49], de orina [50,51] y de sangre [51]. También se ha propuesto
el uso de esta técnica para el andlisis de muestras medioambientales [52,53] y

de muestras alimentarias [54-56].
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En esta memoria se propondrdn dos metodologias que utilizan la
generacion de espacio de cabeza estatico como técnica de pretratamiento de
muestra para la determinacién en muestras de orina de aminoacidos (II.1) y de

posibles biomarcadores (I1.2).
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La investigacién con liquidos idnicos es una de las dreas de estudio de
mayor crecimiento en los ultimos afos. El amplio nimero de usos y
aplicaciones que se les pueden dar ha hecho que se les haya encontrado

utilidad en campos muy diferentes dentro de la quimica y otras ciencias.

El término “liquidos idnicos” hace referencia a un tipo de sales
orgdnicas que tienen un bajo punto de fusién. Gracias a esta propiedad se
mantienen liquidas en un amplio intervalo de temperaturas. Su composicién
quimica consiste en cationes organicos asociados con aniones que pueden ser
inorganicos u organicos. Los cationes organicos mas habituales en este tipo de
compuestos contienen nitrégeno o fésforo [1]. Algunos de los cationes mas
utilizados se muestran a continuacioén (figura 3.1):
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Figura 3.1. Cationes mds comiinmente utilizados en la sintesis de liquidos

10nicos[1]

Las cadenas alquilicas (R) mads usadas son: metil, etil, propil, butil,
hexil, octil y decil. Los aniones (figura 3.2) pueden ser inorganicos, como

cloruro (CI), tetrafluoroborato (BFs+) y hexafluorofosfato (PFs’), pero
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normalmente consisten en aniones organicos como trifluoroetanoato
[CF3CO2], trifluorometilsulfonato [CF3SOs]- y
bis[(trifluorometil)sulfonil Jimida [N(CF3SO2)2]- [2].

ar BF,” PF,
o 0 0, ] O
‘o—|s|—CF3 /\\%/N\S//\
F,C 0 L| 5 \\o o// R
[CF5CO,]" [CF380;] [N(CF3807),]

Figura 3.2. Aniones mds cominmente utilizados para la sintesis de liquidos

ionicos [1]

Estos liquidos idnicos presentan caracteristicas especiales [2] tales
como alta estabilidad frente a la temperatura (siendo estables hasta los 300 °C),
baja volatilidad, capacidad para conducir la electricidad, amplio rango de
viscosidades y capacidad de solubilizar una gran variedad de moléculas. Todas
estas propiedades, junto con el hecho de que pueden ser sintetizados de
manera que sean inmiscibles tanto con agua como con disolventes organicos
no polares, les confieren numerosas utilidades en campos muy diferentes
dentro de la quimica. Concretamente, en quimica analitica los liquidos iénicos
pueden utilizarse como disolventes de extraccion en técnicas de preparacion
de muestra, como aditivos para las fases méviles en cromatografia de liquidos,
como modificadores de la pared de los capilares de electroforesis y como
sensores. En el campo de la cromatografia destaca su utilizacién como fases
estacionarias tanto en columnas de cromatografia liquida, como en columnas

capilares de cromatografia de gases.
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La investigacion en el uso de sales fundidas como fases estacionarias
en cromatografia de gases (GC) comenzd en los afios 50. Barber y
colaboradores [3] prepararon fases estacionarias utilizando estearatos fundidos
de Mn, Co, Ni, Cu y Zn para separar alcoholes y aminas. Poole y colaboradores
[4,5] prepararon y probaron fases estacionarias de nitrato de etilamonio y
bromuro de etilpiridinio. Estas acttian como fases estacionarias polares y sus
interacciones dipolares o de enlaces por puentes de hidrégeno contribuyen
significativamente a la retencién. Sin embargo, estas primeras columnas
presentaban todavia algunos inconvenientes, como una baja eficiencia y una

pobre estabilidad térmica.

Las primeras fases estacionarias de liquidos i6nicos con las que se
obtuvieron buenos resultados fueron las de imidazolio [6]. Concretamente, se
utilizaron sales de hexafluorofosfato y cloruro de 1-butil-3-metilimidazolio
([(BMIM][PFs] y [BMIM][C1]) para recubrir las paredes de columnas capilares
de silice. Las propiedades de estas fases estacionarias se examinaron por medio
de cromatografia en fase inversa con un gran numero de moléculas prueba.
Estas columnas muestran un doble comportamiento ya que retienen tanto

compuestos polares como no polares [7].

En 2005, se consiguieron mediante entrecruzamiento (cross-linking)
fases estacionarias de alta estabilidad y selectividad utilizando una pequeiia
cantidad de radicales libres como iniciadores [8]. Mds recientemente se han
desarrollado nuevas fases estacionarias de alta estabilidad que permanecen

estables hasta 350 °C [9,10].

Una de las caracteristicas que hace que los liquidos idnicos sean buenas

fases estacionarias es el amplio rango de temperaturas en el que se mantienen
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liquidos, permitiendo aumentar el margen de temperaturas de trabajo.
Ademas, estos compuestos son poco volatiles y, por consiguiente, las columnas
con fases estacionarias de liquidos i6nicos tienen un menor sangrado y una
vida 1util mas larga. La ausencia de grupos hidroxilo las hace mas estables ante
la humedad y el oxigeno. La posibilidad de sintetizarlas con distintos grupos
catiénicos y anidnicos, asi como con distintas longitudes de cadena permite

dotarlas de una selectividad “a la carta”.

La separacion que se consigue con estas fases estacionarias depende, en
gran medida, de la naturaleza de los cationes y los aniones de los liquidos
ionicos. A partir de los estudios realizados se ha llegado a la conclusién de que
los liquidos idnicos monocatiénicos no tienen propiedades cromatograficas tan

buenas como los policatiénicos, siendo los mas utilizados los dicatiénicos.

En cuanto a la estructura de estas sales dicatidnicas, los cationes se
encuentran unidos por medio de una cadena carbonada de longitud variable y

asociados a estos cationes, los correspondientes aniones.

Teniendo en cuenta todo esto, a partir de los trabajos realizados por el
profesor Daniel W. Armstrong de la Universidad de Texas en Arlington, EE.
UU. [11], la casa comercial Supelco (Bellefonte, PA, USA) lanzé al mercado las
primeras fases estacionarias de liquidos idnicos, que se encuentran desde
entonces comercialmente disponibles y que son objeto de estudio en el

primero de los trabajos que se describen en esta memoria (I.1).

Con algunas de estas columnas comerciales con fases estacionarias de
liquidos idnicos se ha propuesto la determinacién de nitrosaminas y

metabolitos de la cafeina en aguas de desecho eligiéndose como 6ptima para la
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separacién, en el caso de las primeras, la columna SLB-IL111 basada en el
liquido iénico bis(trifluorometilsulfonil)imidato de 1,5-di(2,3-
dimetilimidazolio)pentano y en el caso de los segundos compuestos, la
columna SLB-IL59 a base de bis(trifluorometilsulfonil)imidato de 1,12-
di(tripropilfosfonio)dodecano [12]. En esta misma matriz se ha estudiado la
determinacion de benzotiazoles y benzotriazoles con cinco fases estacionarias
de liquidos iénicos mejorandose su separacién, que resulta muy problematica
utilizando columnas convencionales, y siendo de nuevo la columna SLB-IL59
la que mejores resultados proporciona [13]. Para el analisis de
policlorobifenilos (PCBs) y pesticidas organoclorados se propuso la utilizacién
de una columna SLB-IL111 [14]. Esta columna, ademads, fue la que mejores
resultados proporcioné entre cinco columnas examinadas en otro trabajo en el
que se estudiaban las posibilidades que ofrecia el uso de este tipo de fases
estacionarias en cromatografia multidimensional (GCxGC). Los liquidos
i6nicos alteran el orden de elucién de algunos compuestos y resultan
adecuados para su uso en esta modalidad de cromatografia de gases como

columna secundaria [15-17].

Se ha propuesto la utilizacién de estas columnas para el estudio de
haloanisoles en vinos [18]; en este trabajo se estudiaron cuatro columnas entre
las que finalmente se seleccioné la columna SLB-IL59 como éptima para la

separacion de estos compuestos.

No obstante, a pesar de la existencia de columnas comercialmente
disponibles con diferentes fases estacionarias de liquidos idnicos, son muchos
los trabajos que se han realizado en los ultimos afios en los que se proponen

nuevos liquidos idénicos como fases estacionarias de cromatografia de gases
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[19,20]. Asi, recientemente se han propuesto una serie de fases estacionarias
basadas en guanidinio [21,22]. Otro grupo de liquidos idénicos que ha recibido
creciente interés es el de los basados en aminodcidos (AAILs) ya que se han
propuesto como compuestos mas biodegradables y biocompatibles que los
liquidos idnicos convencionales y se han descrito en aplicaciones como el
analisis de ésteres metilicos de acidos grasos (FAMEs) en grasa lactea mediante
una fase estacionaria con un liquido idénico monocatidénico de imidazolio

derivado de la L-fenilalanina [23].

Muchos trabajos, ademas, se centran en la caracterizaciéon de estas
nuevas fases y de las interacciones que presentan estudiando la constante de

McReynolds y el modelo de solvatacién de Abraham [21,23].

Algunas de estas nuevas fases estacionarias, ademds, han sido
propuestas con el objetivo de mejorar algunas de las caracteristicas de las
comercialmente disponibles y asi alargar su vida 1til haciéndolas mas estables

[15,16].
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4.1. Esquema de las configuraciones instrumentales utilizadas

Para el desarrollo de los diferentes métodos analiticos que se han

propuesto en este trabajo se han utilizado dos configuraciones instrumentales:

e Un sistema de introduccién de muestras liquidas, un cromatdgrafo de
gases (GC) con columnas capilares de liquidos iénicos equipado con un
inyector de temperatura programada (PTV) y un micro-detector de
captura electrénica (u-ECD). Esta configuracion, mostrada en la figura
4.1, fue la utilizada para la primera metodologia del capitulo I de esta

memoria (I.1).

INYECTOR
<— AUTOMATICO
DE LIQUIDOS

p-DETECTOR DE ORDENADOR PERSONAL

INYECTOR DE ;
TEMPERATURA CAPTURA PARA LA ADQUISICION
PROGRAMADA ELECTRONICA DEDATOS

CROMATOGRAFO

DE GASES

Figura 4.1. Configuracion instrumental PTV-GC-uECD
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e Un automuestrador MPS2 con médulo para microextraccién con
sorbentes empaquetados (MEPS) y para generaciéon de espacio de
cabeza (HS) acoplado a un cromatdgrafo de gases (GC) con inyector de
temperatura programada (PTV) y un espectrometro de masas de tipo
cuadrupolo (g-MS). En la figura 4.2 se muestra la fotografia de esta
configuracién utilizada para la segunda metodologia del capitulo I (I.2)

y para las dos metodologias del capitulo II (II.1 y I1.2).

AUTOMUESTREADOR MPS2
«—

NYECTOR DE MULTI PURPOSE SAMPLER

TEMPERATURA

PROGRAMADA g

- ORDENADOR
PERSONAL PARA LA
ADQUISICION DE
O

A

ESPECTROMETRO CROMATOGRAFO DE
DEMASAS GASES

Figura 4.2. Configuracion instrumental MEPS o HS acoplado a PTV-GC-MS
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4.2. Sistema de introduccién de muestras-PTV-GC-pECD

4.2 1. Sistema de introduccion de muestras

El modelo utilizado es un inyector automadtico de liquidos Agilent
7683 (Agilent Technologies, Waldbronn, Alemania). La torre del inyector
contiene una jeringa que permite la inyecciéon de muestras liquidas. La jeringa
utilizada tiene un volumen de 10 pL de los que permite inyectar en el sistema

cromatografico un maximo de 5 pL.
4.2.2. Inyector de temperatura programada

La muestra es transferida al sistema cromatogréafico por medio de un
vaporizador de temperatura programada (PTV) Agilent Technologies 6890

(CIS-4). Un esquema del dispositivo utilizado se muestra en la figura 4.3.

Punta de la jeringa

‘.-"’TZ'—T‘\
*%—"L » BN Muestra
Cabezalsin septum i\;“ | l
______________ ===
--------- _ Vélvuha d
€0, Ty m T (‘Tesechoe
'\{z

Liner

Camisa
calefactora

Columna

cromatografica

Figura 4.3. Esquema de un inyector PTV
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El cabezal del inyector utilizado no tiene septum, sino que cuenta con
una valvula de sellado que se desplaza durante la inyeccién para permitir el
paso de la jeringa. El enfriamiento se logra mediante CO: liquido, que permite
alcanzar la temperatura de -78 °C, mientras que el calentamiento se consigue
mediante una camisa calefactora que proporciona un aumento lineal y
homogéneo de la temperatura en el cuerpo del inyector y permite seleccionar
rampas de calentamiento desde 120 °C min! hasta 720 °C min! asi como dos

rampas de temperatura consecutivas.

El PTV estd equipado con una camara de vaporizacién (/iner) rellena
de Tenax-TA® de dimensiones 71 mm x 2.0 mm y un volumen interno de 180
pL. Este material de relleno es un polimero poroso de 6xido de 2,6-difenileno
con propiedades hidrofébicas disefiado para retener compuestos organicos
volatiles y semivolatiles especialmente en muestras con alto contenido de

humedad. El gas portador es helio N50 (pureza de 99.999%, Air Liquide).
4.2.3. Cromatdgrafo de gases

El analisis cromatogréfico se lleva a cabo mediante un cromatégrafo de
gases de Agilent Technologies modelo 7890A. El horno del cromatégrafo
permite programar hasta cinco rampas de temperatura. Las rampas maximas
permitidas por el equipo son 120 °C min™! hasta 70 °C, 95 °C min"' de 70 a 115
°C, 65 °C min™ de 115 a 175 °C, 45 °C min! de 175 a 300 °C y 35 °C min! de
300 a 400 °C. El gas portador utilizado es helio N50 (pureza de 99.999%; Air

Liquide).

Las columnas utilizadas con esta configuracién instrumental fueron

fases estacionarias de liquidos iénicos suministradas por la casa Supelco a
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través de Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemania) dentro del proyecto SILEP. En
concreto, se evaluaron cuatro columnas capilares de silice fundida de 30 m de
longitud con un didmetro interno de 0.25 mm y un espesor de fase estacionaria
0.2 ym (figura 4.4) y una columna convencional HP5 (30 m x 0.32 mm x 0.25
pm) de Agilent Technologies.

Figura 4.4. Columna capilar SLB-IL82

Los liquidos idénicos que constituyen cada una de estas cuatro columnas

utilizadas con fases no ligadas se muestran en la Tabla 4.1.
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Tabla 4.1. Liquido ionico de Ia fase estacionaria de cada columna evaluada
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4.2.4. Micro-detector de captura electronica

El sistema cromatografico utilizado estd equipado con un micro-
detector de captura electrénica (p-ECD) de Agilent Technologies (Waldbronn,
Alemania) con una fuente de radiacién de ®Ni. La temperatura maxima
permitida por la fuente de radiacién es de 400 °C. El volumen de la zona de
deteccidén es diez veces menor que el de cualquier otro detector de captura
electronica convencional (ECD) y la velocidad de paso de los analitos a través
de la zona de deteccion es superior, lo que reduce el tiempo de residencia de
los analitos en la célula. Otro aspecto novedoso del detector p-ECD es la
disposicion del anodo (dnodo escondido), que esta situado de tal manera que
la probabilidad de que los contaminantes lleguen hasta él es minima. Estas
caracteristicas del detector se traducen en una mayor sensibilidad a la vez que
disminuyen las posibilidades de contaminacién de la celda. Para facilitar el
transporte de la muestra a través de la célula del detector se utiliza una
corriente de gas auxiliar que se une a la corriente procedente de la columna.
El flujo de este gas afecta a la sensibilidad del detector y a la resolucién del
cromatograma. Los valores habituales de flujo de gas auxiliar pueden oscilar
entre 10-60 mL min'. El gas utilizado es nitrégeno (pureza de 99.999%; Air

Liquide).
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4.3. Sistema de introduccién de muestras-PTV-GC-MS

4.3 1. Sistema de introduccion de muestras

El sistema de introduccién de muestras acoplado a la configuracién
PTV-GC-MS es un automuestreador MPS2 Multi Purpose Sampler de Gerstel
(Mithlheim an der Ruhr, Alemania). Este automuestreador aporta una gran
versatilidad al equipo, ya que permite seleccionar distintas modalidades de
introduccién de muestra (inyecciéon de muestras liquidas, espacio de cabeza
estatico, microextracciéon con sorbentes empaquetados y microextracciéon en
fase solida) siendo la microextraccion con sorbentes empaquetados la utilizada
para la segunda metodologia en el capitulo I (I.2) y la generacién de espacio de
cabeza la utilizada en las dos metodologias propuestas en el capitulo II de esta
memoria. El dispositivo consiste en un brazo muestreador automatico al que
se pueden acoplar diferentes modulos, en los que va montada la jeringa
apropiada, en funcién del tipo de introducciéon de muestra que se quiera
realizar. Para el caso de MEPS se utilizé una jeringa de 100 pL con un cartucho
Cis, ya descrita y mostrada en el apartado de técnicas de pretratamiento de
muestra de esta introduccién. Para la generaciéon de espacio de cabeza se

utilizé una jeringa termostatada de 2.5 mL.

Este automuestrador también posee diferentes tipos de bandejas para
los viales de muestra adecuados para cada aplicacién, empledndose la bandeja

con espacio para 32 viales para MEPS y HS.

El horno generador de espacio de cabeza tiene capacidad para seis
viales, cuya temperatura puede programarse entre 35 °C y 200 °C. Este horno

permite la agitacion orbital de las muestras en un intervalo de velocidades de
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entre 250 y 750 rpm.
4.3.2. Inyector de temperatura programada

El PTV utilizado en esta configuraciéon es un 6890 de Agilent
Technologies equipado con un /iner de iguales dimensiones y mismo sistema
de calentamiento y enfriamiento que el descrito en la configuracién anterior.
En este caso el cabezal del inyector tiene septum, por lo que no es necesaria la

valvula de sellado.

Con esta configuracion se han utilizado Ziners con diferentes
materiales de relleno dependiendo de las metodologias propuestas para las
diferentes aplicaciones. De este modo, para la determinacién de clorofenoles
en suelos (I.2) asi como para la determinacién de aminodcidos en muestras de
orina (IL.1) se ha utilizado lana de vidrio, mientras que en la determinacién de

posibles biomarcadores en muestras de orina (II.2) se ha utilizado Tenax-TA®.
4.3.3. Cromatdgrafo de gases

El cromatoégrafo de gases utilizado es un Agilent 7890A equipado con
una columna capilar DB-VRX (20 m x 0.18 mm x 1 um, rango de trabajo -10 a
260 °C) de Agilent Technologies (J& W Scientific Columns, USA). El horno del
cromatdgrafo permite programar hasta cinco rampas de temperatura con
diferentes velocidades. Las rampas mdximas permitidas por el equipo son 70
°C min™ hasta 175 °C, 45 °C min de 175 a 300 °C y 35 °C min' de 300 a 450
°C. El gas portador utilizado es helio N50 (pureza de 99.999%; Air Liquide).

4.3.4. Espectrometro de masas

El espectrémetro de masas cuadrupolar es un Agilent 5975C inert XL
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MSD de Agilent Technologies (Waldbronn, Alemania). La fuente de
ionizacién es de impacto electrénico, con un voltaje de ionizacién de 70 eV.
Las temperaturas recomendadas para la fuente de ionizacién y el cuadrupolo

son 230 °Cy 150 °C, respectivamente.

Es posible seleccionar tres modos de adquisicién de datos: scan, en el
que el detector hace un barrido de un amplio intervalo de masas, previamente
especificado; el modo de seguimiento de iones seleccionados (selected ion
monitoring, SIM), que permite seleccionar los iones caracteristicos de las
especies de interés, de modo que para cada intervalo de tiempo sélo se
registran unos pocos iones seleccionados; y el modo SIM/scan sincrénico que

realiza simultdneamente ambas modalidades.

La base de datos utilizada para la identificacién de los compuestos es

la NIST’98 (NIST/EPA/NIH Mass spectral Library, version 2.0).
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El término “liquidos idnicos” hace referencia a un tipo de sales
organicas que tienen un bajo punto de fusién. Su estructura quimica consiste
en cationes orgdnicos unidos por una cadena de carbono de longitud variable
a los cuales se encuentran asociados aniones que pueden ser inorganicos u
organicos. Los liquidos iénicos se han usado en diferentes campos de la
quimica analitica, incluyendo las separaciones analiticas. Las caracteristicas
especiales que poseen los hacen adecuados para su uso como fases
estacionarias en columnas capilares para cromatografia de gases (GC). De
estas especiales propiedades se puede destacar que no son voldtiles y tienen
alta estabilidad frente a la temperatura, por lo que las columnas que los
contienen tienen, en principio, menor sangrado y una vida tutil mas larga;
ademas, ya que son liquidos en un amplio intervalo de temperatura, se puede
aumentar sustancialmente la temperatura de trabajo. Ademas de por todas
estas caracteristicas, el interés en su aplicaciéon como fases estacionarias surge
por sus propiedades cromatograficas especificas y mecanismos de retencién
derivados de su estructura molecular. Las fases estacionarias de liquidos
iénicos parecen tener una doble naturaleza, esto es, son capaces de separar
moléculas polares como si fueran fases estacionarias polares y moléculas
apolares como si fueran fases estacionarias apolares. Estas fases estacionarias
han sido empleadas en el andlisis de una gran variedad compuestos, sin
embargo, hasta donde sabemos, no habian sido aplicadas para andlisis y

determinacién de clorobencenos.

Los clorobencenos forman un grupo de compuestos aromaticos
ciclicos en los que uno o mds atomos de hidrégeno del anillo de benceno han

sido sustituidos por dtomos de cloro. Estos compuestos se liberan al ambiente
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durante su fabricacién o su utilizacién como intermedios en la produccién de
otros compuestos, o durante la eliminacién de residuos en incineradoras y
lugares de desechos peligrosos. Los clorobencenos usados como desodorantes,
desengrasantes, insecticidas, herbicidas y defoliantes también se liberan al
medio ambiente como resultado directo de su aplicacion. Otra fuente directa
de estos compuestos en los suelos es el uso de lodos de depuradora como
abono en terrenos agricolas; estos lodos contienen diversos compuestos
quimicos, entre los que pueden estar los clorobencenos, que pueden penetrar

en el suelo.

Por todo ello, los objetivos de este trabajo fueron, por un lado, la
evaluaciéon de diferentes columnas de liquidos idnicos comercialmente
disponibles con el fin de obtener la mejor resolucién de los picos para los
clorobencenos, asi como la mayor simetria y, comparar los resultados con los
de una columna convencional; por otro lado, el desarrollo de una
metodologia analitica basada en el uso de una de estas columnas de liquidos
iénicos en GC con un micro-detector de captura electrénica para la
determinacion de clorobencenos en muestras de suelos. Para la extraccién de
estos compuestos del suelo se propone la utilizacién de una versién
simplificada de QuUEChERS en la que, debido a las caracteristicas no grasas de
las matrices de suelos, se elimina la etapa de limpieza mediante extraccién en
fase sdlida dispersiva (d-SPE). La optimizacién de las variables relacionadas
con esta version de QuEChERS y el disefio de un método para dopar las
muestras de suelos, supusieron objetivos adicionales necesarios para el

desarrollo de un método completo.



CAPITULO I. COMPUESTOS DE INTERES MEDIOAMBIENTAL 129

Con el fin de obtener muestras representativas de suelos dopados con
los analitos, se probaron diferentes procedimientos. En el primero de ellos, se
depositaron 20 g de suelo en un frasco dmbar, se afiadi6 sobre él 1 mL de la
disolucién de clorobencenos preparada en acetato de etilo, se agit6 la mezcla
para conseguir una mejor homogenizacién, se dejé evaporar el disolvente a
temperatura ambiente y después, se almacend bajo refrigeracion a 4 °C hasta
su andlisis. Los resultados revelaron una pérdida importante de los analitos
mas voldtiles durante la evaporacién del disolvente, impidiendo su adecuada
absorcion en el suelo. Los rendimientos se encontraron entre 2.0 y 8.0% para

los analitos mas voldtiles y entre 17 y 40% para los menos volatiles.

Para mejorar el procedimiento, se realizé un nuevo experimento en
el que el frasco se mantenia cerrado y en frio durante cinco dias después de
haber dopado el suelo. Después de este tiempo se abria para permitir la
evaporacién del disolvente y, finalmente, se almacenaba en frio hasta su
analisis. En este caso, cuando se permitia interaccionar a los analitos con la
matriz de suelo durante un tiempo apropiado, los valores de recuperacién

mejoraban considerablemente, con rendimientos que iban del 47 al 114%.

Con el fin de seguir optimizando este ultimo procedimiento se
probaron diferentes periodos de tiempo (5, 7, 12 y 15 dias) desde que el suelo
era dopado hasta que era extraido y analizado. Para la optimizacién del
proceso de extraccién de QuEChERS se probaron varias proporciones de
sales NaCl/MgSO4 para cada uno de los periodos de tiempo; de esta forma se
optimizaban a la vez el periodo de tiempo y el proceso de extraccién de
QuEChERS. Los resultados no mostraron diferencias significativas, por lo que

finalmente se selecciond un procedimiento en el que las muestras de suelos
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dopadas se almacenaban durante cinco dias a 4 °C, después se eliminaba el
disolvente, y la extraccién y analisis se realizaban siete dias después de haber
sido dopado. Para permitir una adecuada separacion de fases en la extraccién
mediante QuEChERS se seleccion¢ la cantidad de 1 g de MgSO4. Con este
procedimiento final optimizado los rendimientos (entre 75 y 106%) eran
reproducibles y apropiados para la determinacién de estos compuestos en

suelos.

El proceso de extraccion QuEChERS tiene la limitacién de no
conseguir factores de preconcentraciéon altos, por lo que para superar este
inconveniente y, teniendo en cuenta las caracteristicas de volatilidad de los
clorobencenos, el proceso de inyeccién de los extractos en el sistema
cromatografico se llevd a cabo mediante un inyector de temperatura
programada (PTV) en el modo solvent vent. Se optimizaron las variables que
afectan a este modo de inyeccién, como el tipo de relleno del /iner;, volumen
de inyeccién y temperatura inicial a la que ocurre el venteo para la
eliminacidén del disolvente (temperatura de venteo). Finalmente, los mejores
resultados se obtuvieron con un /iner con relleno de Tenax-TA®, un volumen

de 5 pL y una temperatura de venteo de 15 °C.

En cuanto a la separacion de los clorobencenos con las columnas de
liquidos iénicos, se evaluaron cuatro columnas capilares con diferentes fases
estacionarias de liquidos iénicos, dentro del proyecto SILEP de Supelco. De
acuerdo al procedimiento descrito por Mondello y colaboradores (basado en
los valores de la Constante de McReynolds) la fase estacionaria SLB-IL100
puede definirse como extremadamente polar, la SLB-IL82 como altamente

polar, mientras que las columnas SLB-IL61 y SLB-IL59 se corresponden con
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columnas de polaridad media. Todas ellas proporcionaban el mismo perfil de
elucién de los clorobencenos, observandose un aumento de los tiempos de
retencion al disminuir la polaridad de la fase estacionaria. Ademds, se
encontraron algunas diferencias entre ellas. La columna SLB-IL100 no
permitia la correcta separaciéon de los clorobencenos ya que, junto con la
SLB-IL61 eran las que proporcionaban los valores menos adecuados de factor
de asimetria. La mejor separacién de algunos de los compuestos que se
obtenia con la SLB-IL82, sumado al importante proceso de degradacién
después de varias inyecciones que se observé con las columnas SLB-IL59 y
SLB-IL61 y que daba lugar a una pérdida de resolucién, hicieron que la
columna SLB-IL82 fuera la seleccionada para llevar a cabo la comparacion

con la columna convencional HP5.

El perfil de elucién que se obtenia con la columna HP5 era diferente
al de las fases estacionarias de liquidos idnicos, y estaba, en este caso,
relacionado directamente con el punto de ebullicién de los clorobencenos.
Con la columna SLB-IL82 se obtenia una mejor separacion de los compuestos
que con la columna convencional, lo que hizo que se seleccionara la columna
SLB-IL82 para proponer un método analitico para la determinacién de los

clorobencenos en muestras de suelos.

La existencia del efecto matriz es muy comun en muchas de las
técnicas analiticas utilizadas para la determinacién de compuestos quimicos
en suelos, lo que hace necesario su estudio cuando se proponen metodologias
nuevas de andlisis. Para su evaluaciéon se doparon a siete niveles de
concentracién cuatro suelos diferentes, se extrajeron y analizaron con el

procedimiento propuesto y se compararon las pendientes de las rectas de
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calibracién mediante un contraste de significacién (test t-Student) para
determinar si la diferencia entre las pendientes era significativa o no. Para la
mayoria de los compuestos se encontraron diferencias significativas en las
pendientes para los cuatro suelos, lo que demostraba la existencia de efecto
de matriz. Ademas, la influencia del efecto de matriz era diferente para cada
compuesto analizado. Estas diferencias pueden ser explicadas en términos de
las diferentes interacciones de los compuestos en los cuatro tipos de suelos,
que tienen una estructura de poro compleja y contienen diferentes
proporciones de minerales y componentes organicos naturales. Por ello, para
poder cuantificar estos analitos en muestras de suelos, se propuso realizar la

calibracién y prediccién mediante el método de adicién estdndar.

Las caracteristicas analiticas del método se determinaron con una
muestra de suelo dopado. Debido a la complejidad de la matriz de los suelos,
en algunos casos y dependiendo del tipo de suelo que se trate, puede ocurrir
que la interferencia de los compuestos de la matriz con los analitos de interés
impida la correcta cuantificacién de estos ultimos. Esto es lo que ocurre para
los compuestos 1,2,3,4-TeCB y PeCB en el andlisis de este suelo. Para el resto
de los compuestos los calibrados mostraban comportamiento lineal con
buenos valores de coeficiente de determinacién. La validez de los modelos
generados fue comprobada usando andlisis de varianza y ninguno de ellos
presentaba fallo de ajuste. La repetibilidad instrumental y la reproducibilidad
fueron evaluadas a dos niveles de concentracidon, obteniéndose resultados
altamente satisfactorios. Los limites de deteccién (LOD) y cuantificacién
(LOQ) se encontraban entre 0.1 y 4.7 ug kg'! y entre 0.4 y 16 pg kg,

respectivamente. Estos valores son inferiores a los obtenidos con técnicas de
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extraccion cldsicas y del mismo orden a los obtenidos con microextraccién en

fase sélida.

Para validar el método optimizado, se doparon dos suelos con los
clorobencenos y se analizaron con el método de adicién estandar. En el caso
de estos dos suelos, a diferencia del suelo utilizado para evaluar las
caracteristicas analiticas del método, los compuestos 1,2,3,4-TeCB y PeCB se
separaban y cuantificaban adecuadamente, lo que pone de manifiesto que la
complejidad y diversidad de las matrices de suelos puede interferir en la
cuantificacién de los analitos de interés. En la mayoria de los casos, las
concentraciones calculadas eran significativamente iguales a las
concentraciones reales, de forma que, el intervalo de confianza de la

prediccién incluia la concentracidn real a la que se habia dopado el suelo.

Como conclusiones podemos destacar que, de entre las columnas de
liquidos i6nicos evaluadas en este trabajo, la columna SLB-IL82 es la que
proporciona los mejores valores de resolucién y factor de asimetria para la
separacién de los clorobencenos y que, ademads, se ha optimizado y propuesto
un método basado en su utilizaciéon en GC-pECD para la determinacién de
clorobencenos en suelos mediante su extraccién con una versién simplificada
de QuEChERS. Por otro lado, también se ha propuesto un procedimiento
para dopar las muestras de suelo y se ha optimizado la extraccién con
QuEChERS. Los resultados alcanzados en este trabajo revelan la validez de la
metodologia propuesta para la determinacién de clorobencenos en matrices

de suelos.
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Research Article

lonic liquids as stationary phases in gas
chromatography: Determination of
chlorobenzenes in soils

The present research focuses on the evaluation of different ionic liquid (IL) stationary phases
in gas chromatography. The different IL columns were evaluated in terms of peak resolution
(Rs) and peak symmetry for the separation of the chlorobenzenes. The determination of
chlorobenzenes in soil samples by means of the optimal IL stationary phase (SLB-IL82)
is proposed as an application. Soil pretreatment was based on a simplified quick, easy,
cheap, effective, rugged, and safe extraction procedure and a large injection volume via
a programed temperature vaporizer working in solvent vent mode. The retention time of
the chlorobenzenes increased as the polarity of the IL column decreased. SLB-IL82 is the
stationary phase that provides the best values as regards Ry and asymmetry factor. Soil
sample blanks were spiked with the analytes before subjecting the sample to the extraction
process. The existence of a matrix effect was checked and the analytical characteristics
of the method were determined in a fortified garden soil sample. The method provided
good linearity, good repeatability and reproducibility values, and the LODs were in the
0.1-4.7 pg/kg range. Two fortified soil samples were applied to validate the proposed
methodology.

Keywords: Chlorobenzenes/ Gas chromatography / lonic liquid stationary phases
/ Quick, easy, cheap, effective, rugged and safe / Soil matrices
DOI 10.1002/jssc.201400077

DI Additional supporting information may be found in the online version of this article
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1 Introduction

Tonic liquids (ILs) can be defined as organic salts with low
melting points. They have a structure in which the organic
cations are linked by a carbon chain of varying length and
the corresponding anions are associated with them. ILs are
used in different fields of analytical chemistry, including
analytical separations, and can be used in many different ap-
plications [1-3]. The special characteristics of these ILs [4, 5]
make them suitable for the requirements of the capillary
columns used in GC, making them ideal for use as stationary
phases [6-9]. They are liquid over a broad temperature
range such that the working temperature can be increased
substantially. Additionally, they are not volatile and they have
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Abbreviations: AF, asymmetry factor; DCB, dichlorobenzene;
RECD, microelectron capture detector; HCB, hexachloroben-
zene; IL, ionic liquid; PeCB, pentachlorobenzene; PTV, pro-
gramed temperature vaporizer; QuEChERS, quick, easy,
cheap, effective, rugged, and safe; Rs, peak resolution; TCB,
trichlorobenzene; TeCB, tetrachlorobenzene
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high thermal stability, and hence columns containing them
are subject to less bleeding and have a longer lifetime.

Interest in their application as stationary phases arises
from their specific chromatographic properties [10] and re-
tention mechanisms mainly due to their molecular struc-
ture [11,12]. It has been stated that IL stationary phases seem
to have a dual nature, i.e. they are capable of separating polar
molecules as if they are polar stationary phases and nonpolar
molecules as if they are nonpolar stationary phases [13]. An
excellent review article about IL stationary phases for GC has
been recently published [14].

IL stationary phases have been employed in the analysis
of essential oils [15, 16], fatty acids [17-19], benzothiazoles
and benzotriazoles [20], nitrosamines and caffeine metabo-
lites [21], and haloanisoles [22]. Different IL columns have
been employed in multidimensional GC applications, such
as in the determination of fatty acids [19], polychlorinated
biphenyls [23, 24], allergens [25], or sulfur-containing com-
pounds [26].

Chlorobenzenes form a group of cyclic aromatic com-
pounds in which one or more of the hydrogen atoms of
the benzene ring have been replaced by a chlorine atom.
The natural sources of chlorobenzenes in the environment

Colour Online: See the article online to view Fig. 1 in colour.
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have not been identified but these compounds are released
to the environment during their manufacture or their use
as intermediates in the production of other chemicals. They
are also released during the disposal of chlorobenzene prod-
ucts, such as from incinerators and hazardous waste sites.
Chlorobenzenes used as deodorizers, fumigants, degreasers,
insecticides, herbicides, and defoliants are also released to
the environment as a direct result of their application [27,28].
Another direct source of these compounds in soils is the
use of sewage sludge as fertilizer on agricultural land; these
sewage sludges contain diverse chemical compounds, which
may also enter the soil matrix [29, 30].

In the present work, different commercially available IL
columns were evaluated and compared with a conventional
stationary phase in order to obtain the best peak resolution
(Rs) for the target analytes as well as the highest peak
symmetry. We also developed an analytical methodology
based on the use of the IL stationary phase SLB-IL82 in
GC with microelectron capture detector (GC-pECD) for
the determination of chlorobenzenes in soil samples by
means of simplified quick, easy, cheap, effective, rugged,
and safe (QUEChERS) extraction. This simplified version of
the QUEChERS method [31] eliminates the dispersive SPE
cleanup step after extraction due to the nonfatty characteris-
tics of soil matrices and hence involves fewer treatment stages
of the sample, which makes the final procedure simpler,
faster, and cheaper and minimizes the errors associated with
this step. A procedure to spike soil samples was designed
to obtain representative soil samples, and the variables
related to the simplified QUEChERS extraction were selected
according to the results published in a previous paper [31].
The existence of a matrix effect was checked with four types
of soils and the analytical characteristics of the method were
determined in a spiked garden soil sample (soil 1). Two
soils (soils 2 and 4) were applied to validate the proposed
methodology.

2 Materials and methods
2.1 Chemicals

Ethyl acetate was of HPLC grade (CHROMASOLV®
Plus) and was purchased from Sigma-Aldrich (Steinheim,
Germany). Analytical standards of chlorobenzenes (1,2-
dichlorobenzene (1,2-DCB) 1,3-dichlorobenzene (1,3-DCB),
1,4-dichlorobenzene  (1,4-DCB),  1,2,3-trichlorobenzene
(1,2,3-TCB), 1,2,4-trichlorobenzene (1,2,4-TCB), 1,3,5-
trichlorobenzene (1,3,5-TCB), 1,2,3,4-tetrachlorobenzene
(1,2,3,4-TeCB), 1,2,3,5-tetrachlorobenzene (1,2,3,5-TeCB),
1,2,4,5-tetrachlorobenzene (1,2,4,5-TeCB), pentachloroben-
zene, and hexachlorobenzene) (99% purity) were from
Sigma-Aldrich: Anhydrous magnesium sulfate (extra pure)
and sodium chloride (reagent grade) were from Scharlau
(Barcelona, Spain). Ultrapure water used was obtained with
an Elgastat UHQ water purification system.

© 2014 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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2.2 Standard solutions and samples

Stock solutions (1000 mg/L in ethyl acetate) of each com-
pound were prepared and stored in a refrigerator at 4°C. From
these, different solutions were prepared by dilution. They
were used to optimize the experimental conditions, as well as
in the spiking of soils at the required concentration levels.

Soil matrices were used for the optimization of the sample
pretreatment step to check the existence of a matrix effect and
determine the analytical characteristics of the method. Four
different types of soils were used: a sandy loam soil (soil 1)
from a public garden (Salamanca, Spain) and three different
soils from Badajoz, Spain: a loam soil (soil 2), a sandy soil
(soil 3), and clay loam (soil 4); soils 2 and 4 were taken from
agricultural cropland. Chemical properties of these soils are
shown in Supporting Information Table S1.

The procedure used to spike the samples was as follows:
20 g of soil was placed in a 100 mL flask and 1 mL of a
chlorobenzene solution in ethyl acetate was added (at a suit-
able concentration for each case). The flask was sealed her-
metically and shaken vigorously for 15 min to achieve perfect
homogenization of the compounds in the matrix. The sam-
ples were stored in a refrigerator (4°C) for five days to allow
the interaction between the compounds and the matrix to
take place. After five days, the flask was opened to allow the
dissolvent to evaporate off (6 h). Then, the flask was closed
and stored at 4°C again for a further two days.

2.3 Apparatus

Injection of the samples was carried out with an automatic
liquid sample injection system (Agilent Technologies 7683;
Waldbronn, Germany) with a 10 w.L syringe. The sample was
transferred to the GC system by means of an Agilent Tech-
nologies 6890 programmable temperature vaporizer (PTV)
inlet (CIS-4). Cooling was accomplished with CO,. The PTV
was equipped with a 71 mm x 2 mm liner (internal volume of
180 L) packed with Tenax-TA®, a hydrophobic polymer de-
signed to trap organics. The carrier gas was helium (99.999%
pure, Air Liquide). GC analysis was performed using an Ag-
ilent Technologies 7890A GC system equipped with a ®Ni
microelectron capture detector (WECD).

2.4 Evaluated columns

Four commercially available IL columns of 30 m x 0.25 mm
id coated with a 0.20 wm film thickness of different stationary
phases (i.e. SLB-ILS9, SLB-IL61, SLB-I1L82, and SLB-IL100)
were obtained from Supelco. The chemical composition
of these IL columns is shown in Supporting Information
Table S2. According to the supplementary information
provided by the supplier, these stationary phases have
different compositions and polarity as given by the polarity
index derived from McReynolds constants (normalized to
SLB-IL100). To compare the results with a conventional

www.jss-journal.com
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stationary phase, an HP5 column (30 m x 0.32 mm id x
0.25 wm) from Agilent Technologies was used.

The criteria parameters in the chromatographic separa-
tion with ILs columns were to obtain the highest R between
the different analytes, suitable peak symmetry, and the short-
est analysis time. The asymmetry factor (AF) and R, were
calculated according to previously reported equations [32,33].

2.5 Analytical procedure

For the simplified QUEChERS approach, 2.5 g of soil sample
was weighed in a 15 mL glass centrifuge tube with a screw
cap, which keeps the tube closed for most of the process
of sample preparation, thus avoiding losses of volatile
compounds during this stage as much as possible. A total
of 1.5 mL of ultrapure water was added to the soil sample
in order to render the pores in the sample more accessible to
the extraction solvent and to homogenize the water content
in different soil samples, and the mixture was shaken for
1 min with a vortex device. Then, 2.5 mL of ethyl acetate
(extraction solvent) was added and the mixture was shaken
again for 1.5 min. Following this, 1 g of magnesium sulfate
(prepared in advanced in a closed vial) was added, shaking the
mixture for 1 min as fast as possible to prevent the formation
of MgSO, conglomerates. The tube was centrifuged at
5000 rpm for 5 min. Finally, the organic layer was filtered
with a 0.45 wm nylon filter and transferred to an autosampler
vial for GC analysis and subsequent measurement. A volume
of 5 wL of the organic extract (in solvent vent mode) was in-
jected. During injection, accomplished at a rate of 5 puL/s, the
split valve was open, PTV was set at 15°C, and vent flow was
adjusted to 50 mL/min. The purge time was set at 0.5 min,
after which the splitless mode was programed for 1.5 min
while the temperature was increased at a rate of 12°C/s to
250°C, such that the analytes were transferred to the chro-
matographic system. The injection time was fixed at 1.5 min.

The conditions for the chromatographic measurements
were optimized and the SLB-IL82 IL stationary phase was
selected. The carrier gas used was helium at a rate of
1.5 mL/min. The oven temperature program started at 40°C
for 1 min, increased at a rate of 20°C/min to 140°C, then
3°C/min to 150°C, and finally 100°C/min to 170°C, which
was held for 5 min.

The parameters of the pECD detector were as follows:
a detection temperature of 260°C and a make-up flow gas
(N3) of 10 mL/min. Data acquisition was performed with
Chemstation G2075BA version B.03.01 software from Agilent
Technologies.

3 Results and discussion

3.1 Preparation of spiked soil samples and
optimization of the extraction process

To obtain a representative soil sample spiked with the ana-
lytes of interest, different procedures were assayed. On the

© 2014 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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first one, 20 g of clean soil was weighed and placed in an
amber glass vial, then adding an aliquot (1 mL) of a solution
of chlorobenzenes in ethyl acetate and shaking the mixture
vigorously to achieve sample homogenization; the solvent
was allowed to evaporate off naturally and then stored under
refrigeration at 4°C until analysis. The results revealed an
important loss of the more volatile analytes during the evap-
oration of the solvent, hindering proper absorption of these
by the soil matrix. The extraction yields were between 2.0 and
8.0% for most of the more volatile analytes and between 17
and 40% for the less volatile ones.

To overcome this drawback, a new experiment was per-
formed in which the vial is closed for five days after spiking
the soil; later the vial is open to allow the evaporation of the
solvent and, finally, it is stored under refrigeration until anal-
ysis. In this case, when the analytes were allowed to interact
over an appropriate time with the soil matrix, the recovery
values improved considerably with extraction yields ranged
between 47 and 114%.

Different times (5, 7, 12, and 15 days) and different
NaCl/MgSO, ratios were studied for the optimization of the
QuEChERS extraction process and the results did not show
significant differences. So, a QuEChERS procedure was cho-
sen in which a spiked soil is stored over five days at 4°C; then,
the solvent was removed and extraction was performed 7 days
after spiking. In the extraction process, 1 g of MgSO; was
added to achieve suitable phase separation. Supporting Infor-
mation Fig. S1 shows the results of these experiments. These
extraction yields (between 75 and 106%) are reproducible and
suitable for the determination of these compounds in soils.

3.2 Experimental chromatographic and detection
variables

The QUEChERS extraction process is limited by the fact that
high preconcentration factors cannot be achieved. To cir-
cumvent this drawback, and bearing in mind the volatility
characteristics of chlorobenzenes, extract injection into the
chromatographic system was carried out using a programed
temperature vaporizer (PTV). A liner packed with Tenax-TA®
and an empty liner were evaluated. The highest signals were
obtained with Tenax-TA® (Supporting Information Fig. S2).
Solvent vent injection mode allows the injection of large sam-
ple volumes. For this, injection volumes of 5, 10, 15, 20,
and 25 pL were studied. As the volume was increased, the
signal from the analytes increased; however, the chromato-
graphic peaks also widened. As a result, the separation of
1,2,3,5-TeCB, 1,2,3-TCB, and 1,2,4,5-TeCB (peaks 6, 7, and
8, respectively) was affected. Figure 1 shows the partial chro-
matograms of the most affected compounds with the different
injection volumes. In light of these, an injection volume of
5 pL was selected.

The initial temperature of the liner in which solvent
purging occurs, or venting temperature, was studied for
values of 10, 15, 20, and 50°C. The areas of the signals
decreased gradually with increasing initial temperature
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Figure 1. GC-pECD chromatograms of a standard solution of the
target compounds: (A) with an injection volume of 5 and 10 pL,
(B) with an injection volume of 15, 20, and 25 pL. (1) 1,3-DCB;
(2) 1,4-DCB; (3) 1,3,5-TCB; (4) 1,2-DCB; (5) 1,2,4-TCB; (6) 1,2,3,5-
TeCB; (7) 1,2,4,5-TeCB; (8) 1,2,3-TCB; (9) 1,2,3,4-TCB; (10) PeCB;
(11) HCB.

(Supporting Information Fig. S3). However, with a temper-
ature of 10°C, problems in reproducibility were observed for
the less-retained compounds, probably due to the difference
between the initial temperature of the PTV and initial oven
temperature. Accordingly, a value of 15°C was chosen.

Four different IL columns were evaluated for chloroben-
zenes determination. According to the procedure proposed
by Mondello et al. (based on the McReynolds constant val-
ues) [15], the SLB-IL100 phase can be defined as an extremely
polar one, SLB-I1L82 as a highly polar one, and SLB-IL61 and
SLB-IL59 can be classified as being of medium or medium-
high polarity. Temperature programing was selected depend-
ing on the separation of chlorobenzenes in each column (Sup-
porting Information Table S3).

The different IL columns evaluated afforded the same
elution profile, with retention times <14 min. The elution
profile normalized to the 1,3-DCB retention time (first an-
alyte eluted) and the R, are shown in Table 1. Some varia-
tions between the different IL columns were observed. The
analytes 1,4-DCB and 1,3,5-TCB coeluted in the SLB-IL59,
SLB-IL82, and SLB-IL100 phases. Furthermore, 1,2,4,5-TeCB

© 2014 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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Table 1. Relative retention (r) and peak resolution (Rs) of the
chlorobenzenes analyzed

Analyte SLB-IL59 SLB-IL61 SLB-IL82 SLB-IL100

r Rs r Rs r Rs r Rs

1,3-DCB 1.00 1.00 1.00 1.00
1,4-DCB 105 563 104 303 104 536 105 386
1,35-TCB 105 084

1,2-DCB 112 734 113 584 112 924 114 555

1,24-TCB 124 1659 127 1079 122 1760 128 9.07
1,235-TeCB 135 1599 143 1076 134 1917 147 1282
1245-TeCB 136 156 146 136 136 244 148 099
1,2,3-TCB 137 125 150 210 137 209

1234-TeCB 156 2399 195 2183 162 3045 166 1265
PeCB 163 805 208 511 171 1293 172 587
HCB 1.98 3345 249 1796 204 4444 194 1845

and 1,2,3-TCB also coeluted in the SLB-IL100 column, and
hence this column does not afford an appropriate separation
of chlorobenzenes. Although in the SLB-IL61 column, 1,4-
DCB and 1,3,5-TCB showed a slight degree of separation, the
separation between these analytes was unsuitable, as seen
from the R (0.84). The least suitable values for the AF (Sup-
porting Information Table S4) were obtained with the SLBg-
1L61 and SLB-IL100 columns. On comparing SLB-IL59 and
SLB-1L82, the AF values were similar and all the values were
close to unity. Nevertheless, the best R, values were obtained
with the SLB-IL82 column.

Figure 2 shows the chromatograms obtained for the sep-
aration of the standard components with the SLB-IL59, SLB-
1182, and SLB-IL100 columns. As expected, the retention time
increased as the polarity of the column decreased. SLB-1L82
showed a better separation of 1,2,3,5-TeCB, 1,2,4,5-TeCB, and
1,2,3-TCB (peaks 6, 7, and 8, respectively) than SLB-IL59.
Moreover, some of the stationary phases, mainly SLB-IL59
and SLB-IL61, undergo an important degradation process af-
ter a few injections leading to a significant loss of R. Accord-
ingly, the SLB-IL82 column was selected to compare IL sta-
tionary phases with the conventional HP5 stationary phase.

Figure 3 shows the chromatograms obtained with the
SLB-IL82 and HPS columns under the same chromato-
graphic conditions. The HP5 column provided a different
elution profile of the IL stationary phases, in this case directly
related to the boiling point of chlorobenzenes. In the HPS
column, coelution of 1,2,3,5-TeCB and 1,2,4,5-TeCB was ob-
served (peaks 6 and 7, respectively). Separation of the same
group of compounds, reported in the literature, with con-
ventional stationary phases shows that the separation of the
1,2,3,5-TeCB and 1,2,4,5-TeCB analytes does not reach the
baseline [34, 35] or a complete coelution is produced [36, 37].
Only those studies that do not include the 1,2,3,5-TeCB do
not present this problem [38-40]. Moreover, in our case, the
separation of the 1,3-DCB and 1,4-DCB analytes (peaks 1 and
2, respectively) in the conventional stationary phase did not
reach the baseline.
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Figure 2. GC-PTV-pECD chromatograms of a standard solution
of the target compounds from the SLB-IL59, SLB-IL82, and SLB-
IL100 columns. Peak assignment as in Fig. 1.

Both columns show a similar separation of chloroben-
zenes; however, the differences discussed above, along with
the aim of using IL stationary phases for the analysis of the
environmental samples, led us to select the SLB-IL82 col-
umn to propose an analytical method for the determination
of chlorobenzenes in soil samples.

For the pECD detector, the temperature and make-up
flow parameters were optimized. The S/Ns were calculated
for temperature values of 250, 260, 270, 280, and 290°C at
the detector. The S/Ns of the compounds were higher for a
temperature of 260°C, and hence this was the value selected.

The make-up flow was studied for values of 10, 20, and
30 mL/min. It was observed that the S/N decreased progres-
sively with increasing make-up flow. Accordingly, a make-up
flow of 10 mL/min was chosen.

3.3 Matrix effect

The existence of a matrix effect is very common in many of
the analytical techniques used for the determination of chem-
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Figure 3. GC-LECD chromatograms of a standard solution of the
target compounds from the SLB-IL82 and HP5 columns. Peak as-
signment as in Fig. 1.

icals in soils. To evaluate the possible existence of a matrix
effect when the proposed procedure was applied to determine
chlorobenzenes in soils, four different soil samples spiked at
seven different concentration levels for each compound were
extracted. The organic extracts obtained from the soil samples
were analyzed with the optimized GC method (four injections
for each level), and the slopes of the calibration curves were
compared by Student’s t-test to determine whether the slopes
were significantly different from each other.

Only for some compounds and certain soil pairs, the cal-
culated value of t was less than the critical value and there was
no matrix effect (Supporting Information Table S5). Thus, for
most of the compounds, there were significant differences
in slope for the four matrices considered and the matrix
effect was present. Moreover, the influence of the matrix was
different for each of the compounds. These differences could
be explained in terms of the different interactions of the
compounds in the four types of soils, which have a complex
porous structure and contain different proportions of
minerals and natural organic components. To overcome this
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Table 2. Analytical characteristic of the method in garden soil (soil 1)
Slope R Concentration level Instrumental repeatability ~ Reproducibility (RSD%) LOD Loa
(ng/kg) (RSD%) (ng/kg)  (pg/kg)
Low level High level Low level High level Low level High level
1,3-DCB (49 +02)10 09917 50 150 8.1 135 17.7 34 47 16
1,4-DCB + (43 £ 0.2)10° 09922 20+20 60 + 60 5.5% 5.8% 1.9% 2.0% 0.6* 1.9%
1,3,5-TCB
1,2-DCB (53 £ 0.2)10 09938 50 150 108 49 3.4 26 30 10
1,2,4-TCB (3.9 + 0.1)10%  0.9953 20 60 5.7 4.8 33 15 42 14
1,2,3,5-TeCB (10.3 + 02)10%  0.9988 5 15 6.8 33 8.6 438 0.4 14
1,2,4,5-TeCB (5.0 + 0.3)10>  0.9828 5 15 5.9 5.4 1.4 4.2 0.9 2.9
1,2,3-TCB (6.7 £ 0.3)10° 09893 8 24 8.1 45 6.6 23 0.7 24
1,2,3,4-TeCB - - 5 15 -
PeCB - - 5 15 - - - - - -
HCB (3.4 £ 0.1)10°  0.9941 5 15 70 34 177 4.2 0.1 04
*, Calculated values for the sum of the two coeluting compounds.
-, Interference with the matrix compounds.
matrix effect, a standard additions protocol was proposed that Table 3. Determination of chlorobenzenes in soils 2 and 4 with
has already been shown to work properly for soil matrices SLB-1L82
36,41,42].
Analyte Soil 2 Soil 4
Actual Calculated Actual Calculated
3.4 Analytical characteristics of the method concentration value concentration value
(ng/kg) (no/kg)  (ng/kg) (ng/kg)
In order to determine the analytical characteristics of the
. X . 1,3-DCB 74 69 + 8 74 76 +5
method, the garden soil sample (soil 1), spiked at seven con-
. 1,4-DCB 30 62 + 6 30 51+5
centration levels (ranged between 8 and 150 pg/kg) was se- 1357CB 30 20
lec‘te_d. The standard addi_tion_s were _performed exactly as the 1,2-DCB m B49 75 847
spiking procedure describe in Section 3.1. Each concentra- 124-TCB 30 N+3 30 2 + 2
tion level was subjected to the extraction procedure, and each 1,235 TeCB 7.4 71+£06 74 76 £ 08
of the extracts obtained was analyzed four times. All the cali- 1,245-TeCB 74 68+06 74 73 +07
brations showed linear behavior, with good values of the co- 1,2,3-TCB 12 m+1 12 1241
efficient of determination (R?), except in the cases of 1,2,34- 1234-TeCB 74 76£09 74 72 £07
TeCB and pentachlorobenzene discussed above (Table 2) for PeCB 74 61+£08 74 74 £09
HCB 74 82+09 75 9+1

which the interference of the matrix compounds with the
analytes of interest prevents their correct quantification. The
validity of the models generated was checked using analysis
of variance, and none of the models generated was found to
show lack of fit.

Instrumental repeatability and reproducibility were de-
termined at two concentration levels for the garden soil (soil
1). Instrumental repeatability was evaluated by injecting an
extract ten times for each level. The reproducibility of the
extraction procedure was calculated by injecting ten differ-
ent extracts for each level. These extracts were injected three
times. The values (expressed as RSD) are shown in Table 2
and were highly satisfactory.

The LODs of the proposed method ranged from 0.1 to
4.7 ng/kg, whereas the LOQs ranged from 0.4 to 16 p.g/kg.
These values are lower than those obtained with classical
extraction techniques, such as Soxhlet extraction [43,44], and
are of the same order as the values obtained with solid-phase
microextraction [45].

© 2014 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

3.5 Method validation

To validate the optimized method, two soils (soils 2 and 4)
were spiked with all the chlorobenzenes and analyzed with
the SLB-IL82 column.

The above-mentioned standard additions protocol was
proposed for the accurate determination of chlorobenzenes.
A six-level calibration study was performed, analyzing four
replicates from each level. Table 3 shows the calculated con-
centration and the actual concentration for all the chloroben-
zenes in the spiked soils (soils 2 and 4), which were analyzed
with SLB-IL82. In these two soils, unlike soil 1, all the com-
pounds were properly separated and quantified, which shows
that the complexity and diversity of soil matrices may inter-
fere in the quantification of the analytes of interest. In most
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cases, the calculated concentrations for soils 2 and 4 were
close to the actual concentrations at which the samples were
spiked, such that the confidence interval of prediction in-
cluded the actual concentration of the soil. This reveals the
validity of the methodology proposed for the determination
of these compounds in soil matrices.

4 Concluding remarks

The evaluation of different IL stationary phases and their
comparison with a conventional column has been carried
out. It is important to note that, despite the high thermal
stability of the ILs, some of the stationary phases undergo a
clear degradation process with time leading to significant loss
of Ry. Among the IL columns evaluated in this work, SLB-
1182 is the one that provides the best values as regards R, and
AF for the separation of these compounds. The method has
been applied to determine chlorobenzenes in soil samples
based on extraction with a simplified QUEChERS setup, and
analysis by GC with the SLB-IL82 IL stationary phase has
been proposed.

With the proposed procedure for spiking soil samples,
representative soil samples and adequate recoveries are
obtained. The analytical characteristics of the method were
calculated for a spiked garden soil sample, with the observa-
tion of linear behavior, no lack of fit, suitable reproducibility
and instrumental repeatability, and LODs (0.1-4.7 pg/kg) of
the same order as the values obtained with other extraction
procedures. The validation of the proposed method was car-
ried out determining the concentration of chlorobenzenes in
two spiked soils. The calibration strategy used was the stan-
dard additions protocol, and the results obtained were highly
satisfactory.
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Table S1. Physical and chemical properties of four soils studied.

Soil 1 Soil 2 Soil 3 Soil 4
pH 7.13 5.06 5.62 6.47
% Organic matter 0.96 2.13 0.64 2.03
% Carbon 0.56 1.24 0.37 1.18
C.E.C.* (cmol kg™) 8.34 6.84 2.94 31.54
% Sand 66.63 39.88 90.83 39.78
% Silt 23.51 38.47 6.21 29.66
% Clay 9.86 21.65 2.95 30.56
Texture 81221? Loam Sand Clay loam

*C.E.C.: cation-exchange capacity



CAPITULO I. COMPUESTOS DE INTERES MEDIOAMBIENTAL 147

Table S2. Chemical composition of IL columns.

1,12-Di(tripropylphosphonium)dodecane
bis(trifluoromethylsulfonyl)imide
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1,12-Di(2,3-dimethylimidazolium)dodecane
bis(trifluoromethylsulfonyl)imide
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Table S3. GC temperature programing in each evaluated column.

Stationary UTL Initial l;z:: Rate 1 Temp. 1 l;::g Rate 2 Temp. 2 lt':z]l: Rate 3 Temp. 3 l;:,:g

phase @ (°C) Polarity (K9] (min) (°C/min) °O) (min) (°C/min) (°C) (min) (°C/min) (°C) (min)
SLB - IL59 300 59 40 1 20 140 - 3 145 - 100 170 5
SLB - IL61 290 61 40 1 30 130 - 2 145 - 100 190 5
SLB - IL82 270 82 40 1 20 140 - 3 150 - 100 170 5
SLB - IL100 230 100 40 1 20 110 - 2 115 - 100 170 4

HP5 325 NA® 40 3.25 20 100 - 65 175 - 50 240 3.05

(a) UTL: upper temperature limit
(b) NA: data not available
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Table S4. Asymmetry factors of the chlorobenzenes analyzed.

Asymmetry Factor (AF)

Analyte SLB-IL59 | SLB-IL61 | SLB-ILS82 | SLB-IL100
1,3-DCB 0.919 0.866 0.966 0.644
1,4-DCB 3.116 1682 4.405 0.994
1,3,5-TCB 0.48
1,2-DCB 0.934 0.817 0.938 0.661
1,2,4-TCB 1.133 0.855 1.324 0.734
1,2,3,5-TeCB 0.961 0.815 0.954 1.005
1,2,4,5-TeCB 1.082 0.82 0.918 0,803
1,2,3-TCB 1.454 0.847 1.949
1,2,3,4-TeCB 0.953 0.725 0.989 0.835
PeCB 1.048 0.605 1.153 0.877
HCB 0.921 0.758 1.023 0.856
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Table S5. Calculated and critical values of t for evaluation of matrix effect.

Soils 1y 2 Soils 1y 3 Soils 1y 4 Soils 2y 3 Soils 2y 4 Soils 3y 4

Analyte [tleac. | toritioar | |Eleate | terivcar | |Eleatc. | teritear | |Eloate. | toriticar | [Eleate. | teriticar | [Eloate. | teritican
1,3-DCB 57,03 2,02 0,12 2,02 82,04 2,02 | 51,55 2,02 11,45 2,02 | 70,98 2,03
1,4-DCB

21,84 2,02 18,02 2,01 29,29 2,05 4291 2,02 4,74 2,05 54,59 2,04
1,3,5-TCB
1,2-DCB 258,00 2,09 | 152,94 2,06 | 233,69 2,06 | 4429 2,02 | 21,77 2,03 | 2565 2,02

1,2,4-TCB 159,31 2,07 | 176,46 2,07 | 151,23 2,07 | 45,83 2,02 | 19,78 2,01 | 63,55 2,01
1,2,3,5-TeCB 1,75 2,05 5,30 2,04 1,07 2,02 | 2,02 2,03 0,74 2,02 | 327 2,02
1,2,4,5-TeCB 22,30 2,02 0,31 2,02 | 24,63 2,03 | 25,15 2,03 1,41 2,04 | 29,40 2,02

1,2,3-TCB 53,54 2,02 | 3550 2,02 | 121,06 2,04 | 26,70 2,02 7,37 2,04 | 58,15 2,05
1,2,3,4-TeCB —_— — —_ — —_ — | 3489 2,04 | 290 2,03 | 2345 2,06
PeCB —_ — —_ — —_ — | 27,22 2,03 | 10,31 2,03 | 2521 2,02
HCB 8,01 2,05 12,83 2,05 9,19 2,06 | 10,28 2,05 9,58 2,05 552 2,02

——: Interference with the matrix compounds
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Figure S1. Recoveries obtained on storing the soil at 4 °C for 5 days, then eliminating the

solvent and extracting 7 day after spiking with 1 g of MgSOs.
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Figure S2. GC—ECD chromatograms of a standard solution of the target compounds with a
liner packed with Tenax-TA® and with an empty liner. 1. 1,3-DCB; 2. 1,4-DCB; 3. 1,3,5-TCB;
4.1,2-DCB; 5. 1,2,4-TCB; 6. 1,2,3,5-TeCB; 7. 1,2,4,5-TeCB; 8. 1,2,3-TCB; 9. 1,2,3,4-TCB; 10.

PeCB; 11. HCB.
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Figure S3. Influence of initial temperature of the liner.
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Entre los contaminantes organicos clorados, los clorofenoles forman
un grupo de compuestos quimicos ampliamente empleados como biocidas,
conservantes de la madera y pesticidas. Pueden ser liberados al medio
ambiente durante su produccién o durante su uso, aunque también se
producen durante el blanqueo de la pasta de madera con cloro en la
produccion de papel. El uso de estos compuestos como conservantes de la
madera ha dado lugar a la contaminacién del suelo de los alrededores de los
aserraderos en los que se utilizan. Debido a sus propiedades fisicas y
quimicas, los clorofenoles tienden a absorberse en materiales sélidos y a
acumularse en suelos, sedimentos, lodos y cenizas. La legislaciéon espafiola
respecto a la contaminacién de suelos ha establecido niveles genéricos de
referencia para una lista de sustancias y diferentes usos del suelo,

encontrandose en esa lista los clorofenoles.

Son compuestos moderadamente polares que, en cromatografia de
gases, tienden a dar picos anchos y con cola, lo que compromete en gran
medida la separacién cromatografica, la integracién de los picos y la
fiabilidad del método si no han sido derivatizados previamente. La
derivatizacién se emplea en muchos métodos analiticos que utilizan la
cromatografia de gases como etapa de separacién. Con la derivatizacién de
los clorofenoles se aumenta su volatilidad, se mejoran sus caracteristicas
cromatogréficas al disminuir su polaridad y se aumenta la sensibilidad para
estos analitos. En el caso de los compuestos fendlicos, la reaccién mas
ampliamente utilizada es la acilacién, ya que puede realizarse in situ en

medios acuosos en tan sélo unos minutos, con altos rendimientos y con bajo
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coste de reactivos. El reactivo mas empleado para ello es el anhidrido acético

en medio bdsico.

La derivatizacién se aplica junto con las técnicas para la extraccion de
clorofenoles de matrices de suelos, principalmente extraccién por
ultrasonidos, extraccidn asistida por microondas, extracciéon en fase sélida
(SPE) y microextraccion en fase sélida (SPME). Estas dos dltimas técnicas se
pueden aplicar después de la extracciéon de los clorofenoles del suelo con
disolventes. La técnica QuEChERS también ha sido aplicada para la
extracciéon de estos compuestos del suelo, realizandose una derivatizacién

posterior de los extractos.

La microextracciéon con sorbentes empaquetados (MEPS) se basa en
la miniaturizacidén de la técnica convencional de SPE, reduciendo tanto el
volumen de muestra como el volumen de disolvente orgdnico para la elucién
de los compuestos y, por tanto, el coste de andlisis. La pequefa cantidad de
sorbente utilizada en los cartuchos (1-4 mg) permite que se puedan usar mas
de cien veces mediante la optimizacién de las condiciones de limpieza. Por
otra parte, esta técnica puede llevarse a cabo de forma completamente
automadtica y acoplarse en linea con técnicas cromatograficas. Todas estas
caracteristicas hacen que MEPS sea wuna buena opcién para la

preconcentracién de los clorofenoles.

El objetivo principal de este trabajo era desarrollar y proponer un
nuevo método analitico para la determinacién de clorofenoles en suelos
basado en el acoplamiento de la derivatizacién y extraccidn in situ de los
compuestos en el suelo con la preconcentracién mediante MEPS automatico.

Ademas, también se pretendia comparar MEPS con una version simplificada



CAPITULO I. COMPUESTOS DE INTERES MEDIOAMBIENTAL 161

de QuEChERS, realizando en ambos casos la derivatizaciéon con anhidrido
acético directamente en el suelo y extrayendo del suelo los compuestos ya

derivatizados.

En primer lugar, se realizé un estudio del medio necesario para llevar
a cabo la derivatizacién, probandose 0.4 y 0.1 M de Na:HPO4 y 0.4 M de
KHCOs. Las maximas sefales se obtuvieron con KHCO3, lo que indica que
un pH de 8.35 es suficiente para que la reacciéon tenga lugar. El pH final que
proporciona el Na2HPO4 (9.75) provocaba una disminucién de las sefiales, lo

que puede ser debido a la hidrdlisis de los compuestos derivatizados.

Para la optimizacién de las condiciones de MEPS, se realizé primero
la comparacion de tres sorbentes con los que se cubria un amplio rango de
polaridad. El Cis es un sorbente enlazado que retiene compuestos no polares,
el PGC (porous graphitic carbon) es un sorbente de carbono grafitizado
poroso que retiene compuestos altamente polares y el PEP (polar enhanced
polymer) es un sorbente de poliestireno-divinilbenceno altamente poroso
modificado con grupos funcionales de urea que retiene tanto compuestos
polares como no polares. Las mayores sefiales para los analitos de estudio se
obtuvieron con el cartucho Cis. A continuacién se probaron diferentes
disolventes de elucién: acetato de etilo, metanol y metil ter-butil éter. El
acetato de etilo proporcionaba las mayores sefiales para la primera elucién.
Ademads, el porcentaje obtenido con acetato de etilo decrecia de forma
sustancial para la segunda y tercera elucién, indicando que este disolvente
puede ser considerado adecuado para la desorciéon de los clorofenoles

derivatizados del cartucho Cis.
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En el MEPS automadtico, el volumen eluido del cartucho es el
volumen inyectado directamente en el inyector y es, por tanto, una
importante variable a optimizar. Debido a que el PTV operaba en el modo
solvent vent, se estudiaron volumenes de 10, 15 y 20 pL para eluir los
compuestos retenidos. Con 20 pL se obtenia una mala morfologia de pico,
mientras que para 10 y 15 pL se obtuvieron sefiales similares en cuanto a
morfologia y drea. Se selecciond, por tanto, 10 pL, debido a que volimenes
mayores no mejoraban la respuesta, indicando que los compuestos retenidos

se eluian adecuadamente del cartucho con el mas pequeiio.

Para asegurar la eliminacién de las pequefias cantidades de analitos
que permanecen en el cartucho y eliminar problemas derivados del efecto
memoria, se estudiaron diferentes procedimientos de lavado, seleccionandose
la opcién en la que se lava dos veces con 100 pL de acetato de etilo y dos

veces con 100 pL de agua ultrapura.

Un importante factor a tener en cuenta es la vida 1util del cartucho
del MEPS. En este trabajo, todos los estudios se realizaron con el mismo
cartucho Cis (mds de 300 inyecciones) sin llegar a observarse problemas de

reproducibilidad en el rendimiento del dispositivo.

En cuanto al sistema cromatografico, se optimizaron las variables del
modo solvent vent del PTV como temperatura, flujo y tiempo de venteo,
selecciondndose, finalmente, 20 °C, 50 mL min' y 0.75 min,

respectivamente.

Para evaluar la preconcentracién que se lleva a cabo con MEPS, se

compararon las sefiales obtenidas con MEPS y QuEChERS. El célculo de las
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recuperaciones absolutas no resulta una tarea ficil, ya que seria necesaria la
sintesis y purificacién de los compuestos derivatizados de los clorofenoles.
Sin embargo, el rendimiento de los procedimientos se puede evaluar por
comparacién de algunos conjuntos de sefiales. Se toman como referencia las
sefiales obtenidas con una disolucién estandar acuosa de los compuestos
después de su derivatizacién con anhidrido acético y extraccién con acetato
de etilo. Comparadas con esta referencia, las sefiales obtenidas con el
procedimiento QuEChERS en suelos eran del 96% para 2-clorofenol, 87%
para 4-cloro-3-metilfenol, 90% para 2,4-diclorofenol y 85% para 2,4,6-
triclorofenol. Respecto al procedimiento de MEPS, las sefiales obtenidas eran
entre seis y once veces mayores que las obtenidas con QuEChERS pero,
teniendo en cuenta la proporcion entre el volumen de muestra y el volumen
eluido, las recuperaciones para MEPS parecen encontrarse entre 13 y 23%. El
comportamiento lineal de las sefiales con la concentracién indica que estas

recuperaciones son constantes y reproducibles.

La evaluacién del efecto de matriz se llevo a cabo con dos tipos de
suelos diferentes dopados a seis niveles de concentracién, sometidos al
proceso de derivatizacién y extraccidn in situ 'y preconcentracién propuesto.
Las pendientes de las rectas de calibraciéon se compararon mediante un
contraste de significacion ¢ de Student para determinar si las pendientes eran
significativamente diferentes. Este test reveld la existencia de efecto de
matriz, por lo que se propuso el método de adicién estandar para la correcta

cuantificacion de los clorofenoles en suelos.

Las caracteristicas analiticas se determinaron en un suelo dopado con

todos los clorofenoles a seis niveles de concentracién. Todas las rectas de
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calibracién exhibian comportamiento lineal, buenos valores del coeficiente
de determinacién y ninguna de ellas mostraba fallo de ajuste. Los valores de
repetibilidad instrumental y reproducibilidad eran inferiores en todos los
casos al 10% vy los limites de detecciéon (LOD) y cuantificacién (LOQ) se
encontraban entre 0.118 y 0.894 pg kg' y entre 0.353 y 2.683 pg kg,

respectivamente.

La validacién del método optimizado basado en MEPS se llevé a cabo
mediante el andlisis de un material de referencia certificado con el método
de adicién estindar. En todos los casos, las concentraciones calculadas
estaban dentro del intervalo de prediccién especificado en el material de
referencia y eran significativamente iguales al valor de referencia, lo que

revela la validez de la metodologia propuesta.

En conclusién, en este trabajo se describe por primera vez el
acoplamiento de la extraccidn y derivatizacién in situ de los clorofenoles en
el suelo con la preconcentracién mediante MEPS automadtico. La acilacién de
los clorofenoles con anhidrido acético en medio acuoso es una gran ventaja
cuando seguidamente se utiliza MEPS. Ademds, la utilizacién del MEPS
automatico acoplado en linea con GC permite automatizar el proceso, lo que
reduce los errores asociados con el pretratamiento de muestra junto con un
considerable ahorro de tiempo de analisis. La comparacién de MEPS con la
version simplificada de QuEChERS muestra la preconcentracién que se lleva
a cabo con MEPS. Por otro lado, los limites de deteccién obtenidos con el
método propuesto que lleva a cabo la preconcentracién de los compuestos
mediante MEPS (0.118-0.894 pg kg') son mucho mas bajos que los niveles

genéricos de referencia establecidos por la legislacion espaiiola para los suelos



CAPITULO I. COMPUESTOS DE INTERES MEDIOAMBIENTAL 165

contaminados, poniendo de manifiesto la aplicabilidad del método propuesto

para el analisis de clorofenoles en suelos.
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A method based on the coupling of in situ extraction and derivatization of chlorophenols (CPs)
(2-chlorophenol, 4-chloro-3-methylphenol, 2,4-dichlorophenol, and 2,4,6-trichlorophenol) from soils,
accomplishing their preconcentration by means of automated microextraction by packed sorbent (MEPS),
is proposed. After extraction and acylation of the chlorophenols in aqueous medium, the liquid phase
obtained is subjected to the MEPS procedure. The QuEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and
Safe) and MEPS techniques were compared and the results confirmed the preconcentration carried out
with MEPS.

The existence of a matrix effect was checked and the analytical characteristics of the method were
determined in a soil sample. The method provided good linearity (from 1 to 12 pgkg '), together with
good repeatability and reproducibility values (RSD equal to or less than 10%). The limits of detection were
in the 0.118-0.894 pgkg ' range. A certified reference material was applied to validate the proposed
methodology.

© 2014 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Among chloroorganic contaminants, CPs form a group of chem-
icals widely used as biocides, wood preservative and pesticides.
They can enter the environment during their manufacture or during
their use. They are also produced during the bleaching of wood pulp
with chlorine in paper production. The use of these compounds as
a wood preservative has resulted in the soil contamination around
the sawmills where these compounds have been used [1]. Owing
to their physico-chemical properties, CPs tend to sorb onto solid
material and accumulate in soils, sediments, sludge and ash sam-
ples[2]. Spanish legislation regarding soil pollution has established
Generic Reference Levels (GRL) for a list of substances and differ-
ent soil uses. The classification of soils as polluted or non-polluted
is based on these GRL and takes soil use into account [3,4].

CPs are moderately polar compounds that tend to give broad,
tailed peaks, largely compromising chromatographic separation,
peak integration, and method reliability if they have not been
derivatized previously [5]. Analyte derivatization is employed in

* Corresponding author. Fax: +34 923 294483.
E-mail address: cgp@usal.es (C. Garcia Pinto).

http://dx.doi.org/10.1016/j.chroma.2014.07.048
0021-9673/© 2014 Elsevier B.V. All rights reserved.

many analytical methods that employ gas chromatography (GC)
as the separation step. Derivatization increases analyte volatil-
ity, improves the chromatographic characteristics of an analyte
by decreasing its polarity, and/or increases the detector sensitiv-
ity of the target analytes [6]. In the case of phenolic compounds,
the reaction most widely used is acylation, since this can be car-
ried out in situ in aqueous medium in just a few minutes, with high
yield and low reagent cost [7]. The reagent most widely employed
is acetic anhydride in basic medium, fixed with sodium or potas-
sium carbonate [8-10] or sodium or potassium hydrogen carbonate
[5,11,12]. Other alternatives to the basic medium used are sodium
or potassium hydrogen phosphate [13-15] or sodium hydroxide
[16].

Derivatization is applied together with the techniques used
to extract CPs from soil matrices: mainly ultrasonic extraction
[17-19], microwave (MW) extraction [20-22], steam distillation
extraction (SDE) [23], solid phase extraction (SPE) [24], and solid
phase microextraction (SPME) [25-27]. The latter two techniques
can be used after extraction with solvents. QUEChERS has also been
used to extract CPs from soil and further derivatization of the
extracts [28]. In soils, a simplified version of the original QUECh-
ERS method for the extraction of chlorinated compounds has been
developed [29]. This version eliminates the dispersive solid-phase
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extraction (d-SPE) cleanup step after extraction owing to the non-
fatty characteristics of soil matrices and hence involves fewer
sample treatment steps.

Microextraction by Packed Sorbent (MEPS) is a technique for
sample preparation introduced by Abdel-Rehim in 2004 [30] and is
based on a miniaturization of conventional solid-phase extraction
(SPE) in which a sorbent packing material is placed between the
barrel and needle of a syringe as a cartridge. In comparison with the
conventional SPE method, this technique reduces both sample vol-
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Table 1
Physical and chemical properties of the two soils studied.
Soil 1 Soil 2
pH 5.62 6.47
% Organic matter 0.64 203
% Carbon 0.37 1.18
CEC. (cmolkg™1) 294 31.54
% Sand 90.83 39.78
% Silt 6.21 29.66
% Clay 295 30.56
Texture Sand Clay loam

ume and that of the organic solvent for elution of the compounds;
additionally, analysis costs are lower than with SPE. Moreover, the
small amount of sorbent used in MEPS cartridges (1-4 mg) enables
them to be reused more than 100 times by optimizing the cleaning
conditions [31]. The MEPS technique can be completely automated,
allowing on-line coupling with gas and liquid chromatography.
MEPS applications include the analysis of diverse compounds in
biological matrices, such as human plasma, blood, urine and saliva
[32,33], the analysis of environmental samples, mainly water and
wastewater [33-40], and the analysis of food samples [41,42].
Here we propose a new analytical method based on the coupling
of the in situ extraction and derivatization of chlorophenols from
soils with the preconcentration of the compounds by means of on-
line MEPS. A comparison of MEPS with simplified QuEChERS was
carried out. The acylation is preferred for the derivatization of CPs
present in water solutions [7]. Moreover, the simplicity in coupling
MEPS with GC separation facilitates the automation of the proce-
dure. In both cases, derivatization was carried out directly in soil
and the derivatized compounds were extracted. In both procedures,
a programed temperature vaporizer (PTV) operating in solvent-
vent mode is used to inject the extracts in the gas chromatographic
system. The existence of a matrix effect was checked with two types
of soils and the analytical characteristics of the method were deter-
mined in a spiked soil sample (soil 1). A certified reference material
(CRM) was analyzed to validate the proposed methodology.

2. Experimental
2.1. Chemicals

The chlorophenols employed (2-chlorophenol, 2,4-
dichlorophenol, 4-chloro-3-methylphenol, 2,4,6-trichlorophenol)
were supplied by Sigma-Aldrich (Steinheim, Germany). Ethyl
acetate was HPLC grade (CHROMASOLV® Plus) and was pur-
chased from Sigma-Aldrich (Steinheim, Germany). Methanol was
purchased from Merck (Darmstadt, Germany) and acetic anhy-
dride, potassium hydrogen carbonate and dehydrated disodium
hydrogen phosphate were from Scharlau (Barcelona, Spain). The
ultrapure water used was obtained with an Elgastat UHQ water
purification system. Abbreviation of the acetylated derivatives
are as follow: 2-chlorophenol (2-CPA); 4-chloro-e-methylphenol
(4C-3MPA); 2,4-dichlorophenol (2,4-DCPA); 2,4,6-trichlorophenol
(2,4,6-TCPA). The CRM employed was a clay soil (RTC-CRM136)
and purchased from LGC Promochem (Barcelona, Spain).

2.2. Standard solutions and samples

A stock standard solution of each chlorophenol (2000mgL-1)
was prepared in methanol. These were kept in a refrigerator at 4°C
and diluted to the desired concentration when used. These solu-
tions were used to optimize the method, to perform the calibration
standards, and to spike the soil samples at different concentrations.

Soil matrices were used for the optimization of the sample pre-
treatment step to check the existence of a matrix effect and to
determine the analytical characteristics of the method. Two differ-
ent soils from Badajoz (Spain) were used: a sandy soil (soil 1) and

* CE.C.: cation-exchange capacity.

a clay-loam soil (soil 2) taken from agricultural cropland. Table 1
shows the physical and chemical properties of these soils.

The procedure used to spike the samples was as follows: 20 g of
soil was placed ina 100 mL flask and 1 mL of a chlorophenol solution
in ethyl acetate was added (at a suitable concentration for each
case). The flask was sealed hermetically and shaken vigorously for
15 min to achieve perfect homogenization of the compounds in the
matrix. The samples were stored in a refrigerator (4°C) for 5 days
to allow the interaction between the compounds and the matrix to
take place. After 5 days, the flask was opened to allow the solvent
to evaporate off (6 h). Then, the flask was closed and stored at 4°C
again for a further two days.

2.3. Apparatus

MEPS was carried out automatically with an MPS2 Multi Purpose
Sampler (Gerstel, Mithlheim an der Ruhr, Germany). The method
was fully automated across the whole set of samples. Once they
had been placed in the autosampler tray, the different steps of the
analysis were performed automatically for each sample. In the opti-
mized method, the analytes were retained in a BIN (Barrel Insert
and Needle) assembly containing a packing of 4mg of a solid-
phase silica-C18 material (volume 8 L, mean particle size 45 pm,
pore size 60 A), inserted into a 100 KL gas-tight MEPS syringe. This
syringe had a modified front fitting and retaining nut to accommo-
date the MEPS BIN. The BIN assemblies and MEPS syringe were from
SGE Analytical Science (Griesheim, Germany). A VT 32-10 tray, with
positions for 10-mL vials, was used. The software used to control
sample processing was Maestro, from Gerstel.

Analyses of the chlorophenols were performed on a GC-MS
instrument (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) consist-
ing of an Agilent 7890A series gas chromatograph equipped with
a 6890 Agilent Technologies programmed temperature vaporizer
(PTV) injector and an Agilent 5975C inert XL MSD. A glass wool
liner (71 mm x 2mm) was used in the PTV injector. Cooling was
accomplished with liquid CO,. Chlorophenols were separated on a
DB-VRX column (20 m x 0.18 mm x 1.00 wm) (J&W Scientific, Fol-
som, CA, USA). The carrier gas was helium N50 (99.005% pure; Air
Liquide). The detector was a quadrupole mass spectrometer. Data
acquisition was performed with MSD ChemStation, v. E.02.00.493
software from Agilent Technologies. The compounds were iden-
tified using the NIST_98 database (NIST/EPA/NIH Mass Spectral
Library, version 2.0) for confirmation.

2.4. Analytical procedure

2.4.1. In situ extraction and derivatization reaction

2.5¢g of soil sample was weighed in a 15-mL glass centrifuge
tube with a screw cap, which kept the tube closed for most of
the sample preparation step, thus preventing losses of volatile
compounds during this stage as much as possible. 6 mL of 0.4 M
potassium hydrogen carbonate was added in order to provide a
suitable medium for the derivatization reaction. Then, 120 L of
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acetic anhydride was added as the derivatization reagent and the
mixture was shaken for 5 min with a Vortex device. Following this,
the vial was opened to remove the CO, generated during the reac-
tion. The tube was centrifuged at 4500 rpm for 5 min. Finally, the
liquid phase was filtered with a 0.45 wm polytetrafluoroethylene
(PTFE) filter and transferred to an autosampler vial for automated
MEPS and subsequent measurement.

2.4.2. Simplified QUEChERS

When the simplified QUEChERS method was applied, after the
removal of CO; in the extraction and derivatization step 2.5 mL of
ethyl acetate (extraction solvent) was added and the mixture was
shaken again for 1.5 min. Following this, 1g of MgSO4 and 0.25¢g
of NaCl (prepared in advance in a closed vial) was added, and the
mixture was shaken for 1 min as fast as possible to prevent the
formation of MgSO4 conglomerates. The tube was centrifuged at
4500 rpm for 5min. Finally, the organic layer was filtered with a
0.45 pm PTEE filter and transferred to an autosampler vial for GC
analysis and subsequent measurement. This solution (10 wL) was
injected directly into the programmed temperature vaporizer of
the gas chromatograph at a flow rate of 1 wLs~1.

2.4.3. Automated MEPS

An extract-discard extraction mode was selected. In this mode,
new aliquots of sample are drawn successively and then discarded
after the corresponding extraction. The optimum conditions were
as follows: the sorbent (C18) was first conditioned with 100 p.L of
ethyl acetate and then with 100 pL of ultrapure water at a flow
of 5pLs~!. Next, the sample (1 mL) was extracted by drawing it
from a vial and discarding to the waste (ten cycles of 100 L at
a flow rate of 5 p.Ls’1 ). Then, the sorbent was washed twice with
ultrapure water (100 L) to remove possible interfering substances
and the cartridge was dried by pumping air through it (10 x 100 L)
at a flow rate of 100 wLs~'. The chlorophenols were eluted with
10 pL of ethyl acetate, and this volume was injected directly into
the programmed temperature vaporizer of the gas chromatograph
at a flow rate of 1pLs~'. Finally, after elution the cartridge was
washed twice with 100 p.L of ethyl acetate and twice with 100 L
of ultrapure water. This latter process was carried out to wash the
sorbent and thereby prevent problems due to a memory effect. The
time needed for a MEPS extraction was about 13 min. However,
with the automation of MEPS, the washing and conditioning of the
BIN can be performed while the previous sample is still running.

2.4.4. PTV-GC-MS

A 10-pL volume was injected in solvent-vent injection mode.
The initial injector temperature was set at 20°C. Vent flow was
adjusted to 50 mLmin~" and venting time to 0.75 min. Once venting
had finished, the split valve was closed and the liner of the PTV was
flash-heated at 720°Cmin~" up to 250°C. The analytes were then
transferred from the liner to the capillary column (1.5 min). Then,
the split valve was opened and the liner temperature was held at
250°C until the end of chromatographic analysis.

Oven temperatures were as follows: 60°C for 2 min, heated
at 120°Cmin~" to 70°C, then increased at 95°Cmin~" to 115°C,
heated at 65°Cmin~! to 175°C, and finally heated at 45°C min~!
to0250°C. These temperature ramps are the maximum ones permit-
ted by the instrumental configuration employed. This temperature
program provided a suitable separation for all the derivatized
chlorophenols. The total chromatographic run time was 5.70 min.

The detector was a quadrupole mass spectrometer. The ion
source temperature was set at 230°C, the quadrupole at 150°C,
and the transfer line at 275°C. A solvent delay time of 4.00 min
was established. It was operated in electron-ionization mode using
an ionization voltage of 70eV. The synchronous SIM/scan mode,
which allowed the collection of both SIM and full scan data in a
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Fig. 1. Comparison of signals obtained (a) with different basic media (b) with three
sorbents in the MEPS BIN.

single run, was used for the optimization studies and the SIM mode
for calibration. Full scan (25-350 m/z, 13.73 scans s~ ') was used for
identification and SIM for quantification, selecting the characteris-
tic ions in each case (Table 2). Different dwell times (1, 10, 50 and
100ms) in the SIM mode were assayed. Values of 50 and 100 ms
afforded poor peak definition due to the few points defining it.
By contrast, 1 ms of dwell time increased the noise. Accordingly,
a dwell time of 10 ms was used as a compromise value.

3. Results and discussion
3.1. Derivatization reaction

As reported in the Introduction, the acylation of chlorophe-
nols has been used previously for their determination with gas
chromatography [6]. One of the important variables affecting the
derivatization process is the basic medium used. Here we worked
with two different basic media chosen from among those most
reported in the literature: a 0.4 and 0.1 M solution of Na,HPO, and
a 0.4 M solution of KHCOs. For this, a soil spiked at 80 pgkg! was
separated into three portions. Each portion was subjected to the
extraction and derivatization process with one of the basic media.
Then, the liquid phase obtained from each basic medium was sub-
jected to the MEPS BIN process three times and the extracts were
analyzed by GC-MS. The highest signals were obtained for the 0.4 M
solution of KHCO3 as shown in Fig. 1a. This indicates that a pH of
8.35 is sufficient for the reaction to take place; the final pH pro-
vided for Na,HPO4 (9.75) elicited a decrease in the signals, which
could be due to the hydrolysis of the derivatized compounds [43].
Thus, a basic solution of 0.4M KHCO3 was selected for further
studies.
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Table 2
Analytical characteristics of the method.
m/z R2 Instrumental Reproducibility ~ LOD LOQ
o -1 -1
Quantitation ion Qualifier ions repeatability (RSD %) (RSDZ) (heke™) (heke™)
2-CPA 128 43,170 0.9966 9.4 10 0.121 0.393
4C-3MPA 142 43,107 0.9931 6.6 8.1 0.118 0.353
2,4-DCPA 162 43,63 0.9861 6.7 7.1 0.410 1.231
2,4,6-TCPA 196 43,198 0.9910 83 11 0.894 2.683

3.2. Optimization of MEPS conditions

We first compared three sorbents in the MEPS BIN C18 (bonded
silica sorbent which retains nonpolar compounds), PGC (porous
graphitic carbon sorbent which retains highly polar compounds)
and PEP (polar enhanced polymer packed with highly porous
polystyrene DVB material modified with urea functional groups
which retains both polar an nonpolar compounds). With these
three sorbents, a wide range of polarity is covered. C18 was chosen
as the optimum sorbent because it provided the highest chromato-
graphic signals for all analytes (Fig. 1b). Different eluting solvents
(ethyl acetate, methanol and methyl tert-butyl ether) were eval-
uated for this solid phase. Thus, the liquid phase obtained from
the extraction and derivatization of a soil spiked at 80 p.gkg~! was
passed through a conditioned MEPS BIN (C18) and subjected to
chromatographic separation. For each eluting solvent, three por-
tions were tested and each portion was analyzed. The study was
performed in triplicate and, in each case the sum of the signals
corresponding to the three portions of the elution solvent was
assigned 100%. Thus it was possible to compare the different sol-
vents and choose which one provided the highest percentage in
the first eluted portion. Fig. 2 shows the percentage obtained for
the different eluting solvents for each compound and for the three
portions. Ethyl acetate provided higher signals for the first portion
than methanol and methyl tert-butyl ether for all the compounds.
Moreover, the percentages obtained with ethyl acetate decreased
significantly for the second and third portions, indicating that this
solvent can be considered a suitable solvent for desorption of the
derivatized chlorophenols from the C18 BIN.

In automated MEPS, the volume eluted from the BIN is the
volume injected directly into the PTV injector and is therefore
considered an important variable for optimization. Since the PTV
operated in the solvent vent mode, we decided to study elution
volumes of 10, 15 and 20 pL to elute the retained compounds.
Similar signals in shape and area were obtained with 10 and
15 pL. With the 20 puL volume, a poor peak shape was obtained.
In light of these results, a volume of 10 L was selected since at
higher volumes the response was not improved, indicating that the
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retained compounds were adequately desorbed from the BIN with
this volume.

To ensure the elimination of the small remaining quantities of
the retained analytes (thus avoiding contamination between sam-
ples and possible carry-over), the washing step was optimized. Two
washing modes were tested: washing once with 100 L of ethyl
acetate and once with 100 L of ultrapure water, or washing twice
with 100 L of ethyl acetate and twice with 100 L of ultrapure
water. The carry-over obtained with the first mode ranged between
2.4 and 6.4%, and with the second one it ranged between 0.3 and
0.7%. Accordingly, the optimum washing step involving washing
twice with 100 pL of ethyl acetate and twice with 100 L of ultra-
pure water was chosen.

An important factor to be taken into account is the lifetime of
the MEPS BIN. Regarding this, all studies of this work were car-
ried out with the same C18 BIN (more than 300 injections) and no
problems of reproducibility in the performance of the device were
detected.

3.3. Optimization of PTV-GC-MS conditions

The variables studied in the PTV-GC-MS system were the vent-
ing temperature, the venting flow and the venting time for the PTV
injector.

The solvent vent injection mode was selected for the PTV injec-
tor and the glass wool liner was chosen according to the literature
reported for derivatized chlorophenols [5,44]. The initial temper-
ature of the liner in which solvent purging occurs, or venting
temperature, was studied for values of 15, 20, 30 and 50°C. The
areas of the signals decreased gradually with increasing initial
temperature, as shown in Fig. 3a. Reproducibility problems were
observed for 15°C, probably due to the difference between the
initial temperature of the PTV and the initial oven temperature.
Accordingly, we chose a venting temperature of 20°C. Regarding
the purge gas flow, values of 20, 40, 50 and 60mLmin~! were
studied. Fig. 3b shows the signals obtained with the different flow
rates for the acetylated compounds of 2-chlorophenol (2-CPA) and
2,4,6-trichlorophenol (2,4,6-TCPA). In the case of 60 mLmin~! an

3 Ethyl acetate

O Methanol

E2 Methyl tert-butyl ether

24-DCPA 24.6-TCPA

Fig. 2. Desorbed percentage corresponding to the first, second and third portions of the different elution solvents for the target compounds.
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Fig. 3. Influence of (a) the venting temperature and (b) venting flow on the response.

important decrease in the signals occurred whereas in the chro- were obtained for 0.75 min and accordingly this venting time was
matograms (not shown) the solvent fraction removed did not selected. Fig. 4 shows the extracted ion chromatogram of the soil
increase. Flow rates lower than 50 mL min~! produced a poor shape spiked at 5 pgkg~! under the optimized conditions.

of the peaks. It was therefore decided to work at 50 mL min~1, since

this permitted the analysis of all the compounds under conditions 3.4. Comparison QUEChERS and MEPS

in which most of the solvent was removed in the venting pro-

cess. Different venting times (0.5, 0.75 and 1 min) were assayed. To evaluate the preconcentration carried out with MEPS, the
For 1min, a decrease in the signals occurred since a fraction of signals obtained with the optimized MEPS and with QUEChERS
the analytes was eliminated with the solvent. With 0.5 min, prob- were compared. For this, soil 1 was spiked with chlorophenols

lems in reproducibility were observed, because the solvent was (at 80 pgkg'). Then, it was divided into two portions of 2.5g;
not completely removed. Maximum signals for all compounds one portion for in situ extraction and derivatization followed by

20+

Abundance/10*

4.10 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520 530 540 550 5.60

Time (min)

Fig. 4. Chromatogram provided by a soil spiked with all the chlorophenols at 5 pgkg~! and subjected to the optimized analytical procedure. 1. 2-CPA; 2. 4C-3MPA; 3.
2,4-DCPA; 4. 2,4,6-TCPA.
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Fig. 5. Comparison of signals obtained with MEPS and QUEChERS. Peak assignments as in Fig. 4.

MEPS, and the other for in situ extraction and derivatization fol-
lowed by the simplified QUEChERS. Both techniques have been
described in the section addressing analytical procedure. The
calculation of absolute recoveries is not easy because the syn-
thesis and purification of the derivatives would be necessary.
However, the performance of the procedures can be evaluated
and compared by comparing some sets of signals. The signals
obtained with a standard aqueous solution of the acetylated
compounds after the extraction with ethyl acetate are consid-
ered the reference. Compared with this reference, the signals
obtained with the QUEChERS procedure in soils were 96% for
2-chlorophenol, 87% for 4-chloro-3-methylphenol, 90% for 2,4-
dichlorophenol and 85% for 2,4,6-trichlorophenol. Regarding the
MEPS procedure, the signals obtained were between 6- and 11-
fold higher that those obtained with QuEChERS (Fig. 5) but,
taking into account the high ratio of phases (sample volume
to eluent volume) the recovery for the MEPS step seems to be
between 13 and 23%; the linear behavior of the signals with
concentration indicate that these recoveries are constant and
reproducible.

3.5. Matrix effect

The existence of a matrix effect is very common in many analyt-
ical techniques used for the determination of chemicals in soils.
To evaluate the possible existence of a matrix effect when the
proposed procedure was applied to determine chlorophenols in
soils, two different soil samples (soil 1 and 2) spiked at six dif-
ferent concentration levels for each compound were extracted and
derivatized. Each concentration level was subjected to the MEPS
process four times and analyzed with the optimized GC method.
The slopes of the calibration curves were compared by Student’s
t-test to determine whether the slopes were significantly different.

The calculated value of t for all compounds was higher than the
critical value. Thus, there were significant differences in slope for
the two matrices considered and the matrix effect was present.
Moreover, the influence of the matrix was different for each of the

Table 3
Determination of the target compounds in the certified reference materials.

compounds. These differences could be explained in terms of the
different interactions of the compounds in the two types of soils,
which have a complex porous structure and contain different pro-
portions of minerals and natural organic components. To overcome
this matrix effect, a standard additions protocol was proposed that
has already been shown to work properly for soil matrices [24].

3.6. Analytical characteristic of the method

Calibration straight lines were obtained with a soil spiked at
six concentration levels ranging from 1 to 12 ugkg~'. Each con-
centration level was subjected to the extraction and derivatization
procedure, and each of the liquid phases obtained was subjected
to the MEPS process and analyzed four times. All the calibrations
exhibited linear behavior, with good values of the coefficient of
determination (R?), as shown in Table 2. The validity of the models
generated was checked using ANOVA, and none of the models gen-
erated was found to show lack of fit. The limits of detection (LODs)
of the proposed method ranged from to 0.118 and 0.894 pgkg~',
whereas the limits of quantification (LOQs) ranged from to 0.353
and 2.683 pgkg'.

Instrumental repeatability and reproducibility were determined
at a concentration of 5ugkg~!. Instrumental repeatability was
evaluated by subjecting this solution to the MEPS procedure and
injecting an extracted and derivatized liquid phase 10 times. The
reproducibility of the extraction and derivatization procedure was
calculated by injecting 8 different extracts. These extracts were sub-
jected to the MEPS process three times. The values (expressed as
RSD) are shown in Table 2 and were highly satisfactory.

3.7. Method validation

To validate the optimized method, a certified reference mate-
rial was analyzed. A standard additions protocol was proposed for
the accurate determination of chlorophenols. A six-level calibration
study was performed, analyzing four replicates from each level.
Table 3 shows the concentration calculated, the certified value

Compound Calculated value (pgkg ™) Certified value (pgkg ') Prediction interval (ngkg')*
CRM136 2-Cp (1.0+0.3)10% 1200 + 154 299-2100

2,4-DCP (5+1)10? 605 + 42.3 356-854

2,4,6-TCP (2.6+0.6)10% 3480 + 399 1140-5820

“ Values provided in the Certificates of Analysis of the CRM soils.
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and the prediction interval for each compound. In most cases, the
calculated concentrations were close to the reference values and,
in all cases, close to those values within the prediction interval
specified in the certified material. This reveals the validity of the
methodology proposed for the determination of these compounds
in soil matrices.

4. Conclusions

A new analytical method based on the coupling of in situ
extraction and derivatization of chlorophenols from the soil with
preconcentration by means of on-line MEPS has been developed.
The acylation of CPs with acetic anhydride in aqueous medium is a
great advantage when MEPS is used after it. Furthermore, the cou-
pling of MEPS with GC allows the process to be automated, which
reduces the errors associated with sample treatment together with
a considerable saving of analysis time. The comparison of MEPS
with simplified QUEChERS shows the preconcentration carried out
with MEPS.

The analytical characteristics of the method were calculated for
a spiked soil sample, with the observation of linear behavior, no
lack of fit, suitable reproducibility and instrumental repeatability,
and much lower limits of detection (0.118-0.894 pg kg ') than the
Generic Reference Levels (GRL) established in the Spanish legisla-
tion for soil pollution. The validation of the proposed method was
carried out by determining the concentration of chlorophenols in a
certified reference material. The calibration strategy used was the
standard additions protocol, and the results obtained were highly
satisfactory.
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El perfil metabdlico en los fluidos bioldgicos revela el estado de los
procesos bioldgicos en el cuerpo humano en un determinado momento. Por
ello, la metabolémica es una prometedora herramienta para la detecciéon
precoz de enfermedades y para una mejor comprensién de los sistemas
biolégicos. En este contexto, debido a su papel vital en muchas rutas
metabdlicas, los aminoacidos son uno de los grupos de compuestos mas
importantes para los estudios de perfil metabdlico. Muchas enfermedades y
desordenes metabdlicos se pueden diagnosticar por la determinacién de los
niveles de concentracién de aminoacidos. A pesar de que algunos
aminoacidos han sido estudiados y propuestos como posibles biomarcadores
de cancer, su validez como tales es incierta todavia y son necesarios mas
estudios y el analisis de un gran nimero de muestras. El desarrollo de nuevos
métodos analiticos es un punto clave para la investigacién y descubrimiento
de biomarcadores sensibles, para la validacién de los mismos y para una

deteccion temprana de enfermedades.

Para la determinacién de aminoacidos se han utilizado varias técnicas
analiticas como la electroforesis capilar (capillary electrophoresis, CE) con
diferentes sistemas de deteccidn, la cromatografia liquida y la cromatografia
de gases. El acoplamiento de la cromatografia de gases con deteccién
mediante espectrometria de masas ha demostrado ser una potente
herramienta analitica con muchas ventajas para la identificaciéon y
cuantificaciéon simultdnea de multiples compuestos en diferentes matrices
biolégicas, especialmente cuando se aplica a la investigaciéon de fluidos

biolégicos humanos.
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Debido a la presencia de grupos altamente polares (-NH2, -COOH) y
a su naturaleza no volatil, los aminodcidos necesitan ser derivatizados para el
andlisis por GC-MS. La mayoria de las reacciones de derivatizacién usan
reactivos apolares que requieren disolventes organicos y no son compatibles
directamente con medios acuosos. Sin embargo, los cloroformiatos se han
utilizado ampliamente como reactivos de derivatizacién de los aminoacidos,
con la ventaja de poder llevar a cabo la reaccién in situ en medios acuosos a
temperatura ambiente. Mientras que el cloroformiato de isobutilo forma un
gran numero de subproductos y puede dar lugar a algunos compuestos
derivatizados no voldtiles, el cloroformiato de etilo (ECF) se ha empleado
satisfactoriamente para la derivatizacién de aminodcidos en muestras de
orina. No obstante, en estos casos, los compuestos derivatizados se extraen de
la mezcla mediante LLE, LLME o SPME antes de ser inyectados en el sistema
cromatogréfico. El acoplamiento de la derivatizacién con HS, tal y como se
propone en este trabajo, elimina este paso de extraccién y hace innecesario el
uso de un pretratamiento adicional para aislar los compuestos derivatizados
de la matriz. Ademas, el uso de HS evita las interferencias de los compuestos
no voldtiles de la matriz. El acoplamiento de la derivatizacién y HS es, por
tanto, una buena alternativa para el analisis de los aminoacidos en diferentes

muestras.

El objetivo de este trabajo es desarrollar un nuevo método para la
determinacién de aminodcidos. La estrategia podria dividirse en dos partes
principales. La primera de ellas es un paso manual muy sencillo en la que la
muestra y todos los reactivos se afladen al vial para que la reaccién de

derivatizacién tenga lugar. La segunda etapa es un procedimiento
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completamente automatico en el que se coloca el vial en el automuestrador
del equipo y los aminoacidos derivatizados son separados y analizados por
HS-PTV-GC-MS. Con la informacién de que disponemos, es la primera vez
que se ha propuesto esta derivatizaciéon acoplada al espacio de cabeza para la

determinacion de estos analitos.

El estudio y optimizacién de las variables involucradas en cada una
de las etapas, asi como las caracteristicas analiticas del método se llevaron a
cabo con una disolucién acuosa de los aminodcidos sometida a la reaccion de

derivatizacién con cloroformiato de etilo, etanol y piridina en medio basico.

Las variables estudiadas para determinar las condiciones dptimas para
la derivatizacién fueron el pH y el volumen de piridina, etanol y
cloroformiato de etilo. Cabe mencionar que el volumen de etanol y ECF se
optimizaron simultdneamente para minimizar el nimero de subproductos
formados, es decir, se afladian iguales volumenes de etanol y de ECF. La
eficacia mas alta de derivatizacién se obtuvo con un pH de 9.0, 100 pL de

piridina, 120 pL de etanol y 120 pL de ECF.

Para determinar las condiciones 6ptimas del espacio de cabeza, se
estudiaron la temperatura y el tiempo de generacién de espacio de cabeza y
el volumen de muestra mediante un disefio experimental multivariante de
tipo Box-Behnken, para estudiar posibles interacciones entre ellas. Este
disefio permite generar superficies de respuesta usando tres niveles de cada
factor estudiado, en este caso: 70, 80 y 90 °C para la temperatura; 10, 20 y 30
min para el tiempo y 1.0, 2.5 y 4.0 mL para el volumen de muestra. La
respuesta seleccionada fue el drea de pico correspondiente al pico base del

espectro de cada compuesto derivatizado. La temperatura que proporcionaba
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las méaximas sefales para todos los compuestos era 90 °C. Aunque los
resultados obtenidos respecto al tiempo y el volumen de muestra eran menos
concluyentes, tiempos cortos y volumenes pequefios daban lugar a sefiales
con baja reproducibilidad para la mayoria de los casos (entre 17 y 52%),
razén por la que se seleccionaron 30 min de tiempo y 3 mL de volumen de
muestra. A pesar de que con estos valores no se alcanzaban las mdaximas
sefiales, éstas eran apropiadas y daban lugar a buenos valores de
reproducibilidad (2-12%) para el proceso completo de derivatizacién y

determinacién instrumental.

Las wvariables estudiadas en el sistema PTV-GC-MS fueron
temperatura, flujo y tiempo de venteo para el PTV y tiempo de permanencia
(dwell time) para el MS. Finalmente se seleccionaron 70 °C de temperatura,
20 mL min? de flujo de venteo y 0.75 min de tiempo de venteo. Para el
tiempo de permanencia, se eligi6 1 ms, ya que proporcionaba la mejor

definicién de pico sin un aumento significativo del ruido.

Las rectas de calibracién para cada compuesto se obtuvieron usando
norleucina como patrén interno para compensar las variaciones del proceso
completo, y todas ellas mostraron comportamiento lineal con buenos valores
de coeficiente de determinacién y ninguna de ellas mostraba fallo de ajuste.
La repetibilidad instrumental se determiné a dos niveles de concentracién,
obteniendo valores entre 3.5 y 11.5% para el nivel bajo y entre 1.6 y 5.9%
para el nivel alto. Los limites de deteccion (LOD) y cuantificacién (LOQ) se
encontraban entre 0.15 y 2.89 mg L' y entre 046 y 8.67 mg L7,

respectivamente.
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Para examinar la aplicabilidad del método propuesto a muestras
reales de orina y para evaluar el efecto de matriz, se realizé una comparacién
de las sefiales obtenidas con una disolucién acuosa y tres muestras de orina
de voluntarios diferentes. Se observaron diferencias entre la disolucién
acuosa y las muestras de orina, por lo que se estudi6 la posibilidad de diluir
las muestras de orina con agua, probandose diluciones hasta 1:6. Incluso con
esta dilucién no se consiguid eliminar el efecto de matriz, por lo que se
propuso el método de adicién estindar para la determinacién de estos

analitos en muestras de orina.

Debido a la presencia de efecto de matriz y para simplificar el
procedimiento de determinacion de los aminodcidos en orina, se llevé a cabo
una comparacion entre una adicién estdndar convencional con seis niveles
de concentracién y una adicién estindar de un punto. No se encontraron
diferencias significativas en la concentracién calculada entre ambos métodos,
y por tanto se propuso la adicién estandar de un punto para la determinacién
de estos analitos en orina, ya que esta estrategia hace el procedimiento final

mas simple y rapido.

El método desarrollado se aplicé al analisis de seis muestras de orina
de voluntarios sanos para cuantificar los aminodcidos y estimar la
concentracién de estos compuestos enddgenos en orina. Para ello se realizé
una adicién estdndar con un punto y norleucina como patrén interno. Las
concentraciones de los analitos fueron normalizadas a la concentracion total
de creatinina de cada muestra de orina, observdndose niveles de cada

aminodcido similares en las seis muestras.
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Como conclusiones podemos mencionar que se ha desarrollado un
nuevo método analitico que acopla la derivatizacién de los aminoacidos a la
determinacién de los mismos mediante HS-PTV-GC-MS. Ademads, se han
optimizado todas las variables relacionadas con la derivatizacidn, espacio de
cabeza y sistema cromatografico. La derivatizacién de los analitos con
cloroformiato de etilo en medio acuoso supone una gran ventaja cuando se
analizan muestras bioldgicas como es la orina. El acoplamiento de la
derivatizacién con el espacio de cabeza permite la eliminacién del uso de
disolventes o de otros tratamientos para extraer los compuestos derivatizados
de la matriz antes de su inyeccién en GC. Esta configuracién instrumental
minimiza la manipulacién de la muestra y, por tanto, reduce los errores

asociados a esta etapa del andlisis y el consumo de disolventes.

Teniendo en cuenta los buenos resultados conseguidos en este
trabajo, la metodologia propuesta puede ser aplicada en futuros estudios para
analizar un gran ndmero de muestras de orina tanto de voluntarios sanos
como de pacientes y evaluar las posibles diferencias en el nivel de

concentracién de estos analitos entre ambos grupos.
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1 Introduction

The metabolic profile in biofluids represents a snapshot of on-
going biological processes in the human body. Metabolomic
profiling, or metabolomics, heralds the promise of earlier
disease detection and improved understanding of systems bi-
ology [1]. In this context, owing to their vital role in many
metabolomic pathways, amino acids are one of the most
important targets for metabolomic profiling studies. Several
metabolic disorders and diseases can be diagnosed by de-
termining amino acid concentration levels [2-6]. Although
some amino acids have also been studied and proposed as
candidate cancer biomarkers [7-17], their validity as cancer
biomarkers remains unclear, and more studies and analysis
of a large number of samples are needed [18]. However, the
development of new analytical methods is a very important
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point for the research and discovery of sensitive biomarkers
and for early disease detection [18,19].

Several analytical techniques have been reported for the
determination of amino acids. CE has been extensively used
for their analysis in different matrices, with different detec-
tion systems, such as indirect UV [20, 21], conductivity [22],
LIF [23,24] and MS [11, 25-28]. LC, HPLC, and UHPLC
have also been applied for the determination of amino acids
[9,17,29-35]. GC has been used to analyze amino acids both
with a flame ionization detector [36,37] and with MS. This last
coupling has been reported to be a powerful analytical tool
with many advantages for the simultaneous identification and
quantification of multiple compounds in different biological
samples, especially when it is applied to investigate human
body fluids [38]. The determination of amino acids with GC~
MS has been applied in several biological matrices [2,39-42],
including blood [43] and urine samples (2,17, 42, 44-46].

Owing to the presence of highly polar groups (-NH,,
—COOH) and their nonvolatile nature, amino acids need
to be derivatized for GC-MS analysis [2]. Most derivatiza-
tion reactions use apolar reagents, which require organic
solvents that are not directly compatible with aqueous me-
dia. By contrast, chloroformates have been widely used as
derivatizing agents of amino acids, with the advantages of
in situ derivatization in aqueous medium at room temper-
ature [36, 37, 39-41, 44,47, 48]. The derivatization of amino
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acids with isobutyl chloroformate forms a large number of
byproducts [2] and may result in some nonvolatile deriva-
tized compounds. Ethyl chloroformate has been used satis-
factorily for the derivatization of amino acids in urine sam-
ples [2,42,45,46]. Nevertheless, in these cases, the derivatives
are extracted from the mixture before injection into GC by
LLE, liquid-liquid microextraction or SPME. The coupling of
derivatization with headspace sampling, as proposed in this
paper, removes this extraction step and makes the use of any
additional pretreatment to isolate the derivatives from the ma-
trix unnecessary, therefore reducing errors associated with
sample treatment and solvent consumption. Moreover, the
use of headspace avoids interferences from the nonvolatile
compounds of the matrix. Taking this all into account, the
coupling of derivatization and headspace sampling is there-
fore a good alternative for the analysis of derivatized amino
acids in different samples.

The aim of the present work was to develop a new method
for the determination of amino acids. The strategy can be di-
vided into two main parts. The first one is a very simple
manual step in which the sample and all of the reagents are
added to the vial so that the derivatization reaction can occur.
The second is a completely automated procedure in which the
sample vial is placed in the sampler and the volatile deriva-
tized amino acids are separated and analyzed by headspace
sampling coupled to a programmed temperature vaporizer,
followed by GC-MS determination. To the best of our knowl-
edge, this is the first time that derivatization coupled to
headspace sampling has been proposed for the determina-
tion of these analytes.

2 Materials and methods
2.1 Chemicals and standard solutions

The analytes employed (L-alanine, sarcosine, N-ethylglycine,
pi-valine, I-leucine, and pL-proline), the internal standard
(norleucine), ethyl chloroformate (ECF), and pyridine were
supplied by Sigma—Aldrich (Steinheim, Germany). Ethanol,
sodium chloride, sodium hydroxide, and sodium dihydro-
gen phosphate dihydrate were purchased from Scharlau
(Barcelona, Spain). The ultra-high quality water (UHQ) used
was obtained with a Wasserlab Ultramatic water purification
system (Noain, Spain).

A stock standard solution of each analyte (1000 mg/L)
was prepared in UHQ water. The solutions were kept refrig-
erated at 4°C and diluted to the desired concentration when
used. These solutions were used to spike the water and urine
samples at the different concentrations analyzed.

2.2 Apparatus
Headspace (HS) sampling was performed with a MPS2

MultiPurpose Sampler (Gerstel, Miihlheim an der Ruhr,
Germany). This sampler is equipped with a tray for

© 2016 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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32 consecutive samples and an oven with positions for six
sample vials. A 2.5 mL syringe at 120°C was used.

Analyses of the compounds were performed ona GC-MS
instrument (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA)
consisting of an Agilent 7890A series gas chromatograph
equipped with a 6890 Agilent Technologies programmed
temperature vaporizer (PTV) injector and an Agilent 5975
Cinert XL MSD. A glass wool liner (71 mm x 2 mm) was used
in the PTV injector. Cooling was accomplished with liquid
CO,. Analytes were separated on a DB-VRX column (20 m x
0.18 mm x 1.00 um) (J&W Scientific, Folsom, CA, USA). The
carrier gas was helium N50 (99.005% pure; Air Liquide) at a
flow rate of 1.8 mL/min. The detector was a quadrupole mass
spectrometer. Data acquisition was performed with MSD
ChemStation, v. E.02.00.493 software from Agilent Technolo-
gies. Identification of the compounds was confirmed using
the NIST 98 database (NIST/EPA/NIH Mass Spectral Library,
version 2.0).

2.3 Derivatization reaction

NaCl (1.5 g) was weighed in a 10 mL headspace vial with a
screw cap and 3 mL of sample was added. Forty microliters of
1 mM NaOH, 120 pL of ethanol and 100 L of pyridine were
added to provide a suitable medium for the derivatization
reaction. Following this, 120 pL of ECF was added as the
derivatization reagent and the mixture (with the vial closed)
was shaken for 30 s at 1600 rpm with a Vortex device. The
vial was then opened to remove the carbon dioxide generated
during the reaction. Finally, the vial was again closed and
placed in the headspace sampler.

Urine samples were centrifuged at 5000 rpm for 10 min
before adding the reagents.

2.4 Headspace programmed-temperature vaporizer
gas chromatography with MS

To generate the headspace, samples were shaken at 750 rpm
for 30 min at 90°C. Then 2.4 mL was injected in solvent-
vent injection mode by a PTV system. The conditions used
were as follows: an initial temperature of 70°C for 0.80 min;
a vent flow of 20 mL/min, a vent pressure of 5.00 psi, and a
venting time of 0.75 min. Once venting had finished, the split
valve was closed and the injection system was flash-heated at
720°C min~" up to 250°C. The analytes were then transferred
from the liner to the capillary column (1.0 min). Finally, the
split valve was opened and the liner temperature was held at
250°C until the end of the chromatographic analysis.

The column oven temperature program used an initial
temperature of 50°C for 2 min; an increase at 60°C min~!
up to 175°C and then an increase at 45°C min~" up to 240°C,
finally holding for 1 min. The total chromatographic run time
was 6.53 min.

The ion source, the quadrupole, and the transfer line tem-
perature were 230, 150, and 275°C, respectively. A solvent

www.jss-journal.com
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delay time of 3.50 min and 70 eV for the electron-ionization
mode were established. The detector was set at scan acquisi-
tion mode during the variable optimization step and once the
optimal conditions for the analysis had been selected, it was
set at the synchronous selected ion monitoring (SIM)/scan
mode. Although with this mode it is possible to lose some
sensitivity, it allows to obtain more information about the
sample, since it provides the collection of both SIM (selected
ion monitoring) and full-scan data in a single run. The full
scan mode (40-550 m/z, 9.76 scans s~') was used for identifi-
cation and the SIM mode for quantification with a dwell time
of 1 ms. The quantifier (in bold) and qualifier ions selected for
derivatized compounds were 116, 44, 189 for alanine and sar-
cosine; 130, 58, 203 for ethylglycine; 144, 116, 217 for valine;
158, 102, 231 for leucine and norleucine (internal standard)
and 142, 70, 215 for proline.

3 Results and discussion

3.1 Optimization of the derivatization reaction
conditions

As reported in the Introduction, the derivatization of amino
acids with ethyl chloroformate has been used previously for
their analysis with GC (2,42, 45, 46]. The variables studied
to determine the optimum conditions for derivatization were
the pH value and the volume of pyridine, ethanol, and ethyl
chloroformate. These studies were performed with UHQ wa-
ter samples at a concentration of 10 mg/L for all the analytes.

Values of pH in the range of 6-12 were tested. In all
cases, 40 pL of the appropriate buffer solution was added to
3 mL of sample, together with 120 pL of ethanol, 100 wL
of pyridine, and 120 pL of ECF. A pH value of 9 provided
the highest signal for most of the compounds together with
suitable reproducibility values.

The volume of pyridine was optimized using a constant
volume of 120 pL of ethanol, 120 wL ECF, and at pH 9.
Volumes of 60, 80, 100, 120, and 140 wL were assayed.
The signal area increased up until a volume of pyridine of
100 pL. For larger volumes, the areas decreased, as shown
in Fig. 1A. Based on this result, 100 pL of pyridine was
chosen.

The volumes of ethanol and ECF were optimized simul-
taneously to minimize the number of byproducts formed.
Thus, equal volumes of ethanol and ECF were added to
each of the volumes tested. Values of 80, 100, 120, 140, and
160 p.L were assayed at a constant volume of 100 p.L of pyri-
dine, at pH 9. The highest derivatization efficiency was ob-
tained when 120 p.L of ethanol and 120 p.L of ECF were added,
as can be observed in Fig. 1B.

3.2 Headspace optimization

To determine the optimum conditions for headspace gen-
eration, equilibration temperature, equilibration time, and

© 2016 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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sample volume variables were studied by means of a multi-
variate experimental design due to the interactions between
them. Temperature affects both equilibrium and equilibra-
tion time. Moreover, the time required for equilibrium to
be reached may also be dependent upon sample volume. To
study the effect of each of these three variables individually,
and their interactions on the analytical signal, a Box-Behnken
experimental design was used. This design allows the gener-
ation of response surfaces by using three levels of each factor
studied. In all cases, UHQ water samples spiked with analyte
concentrations of 10 mg/L were used. Each of the experi-
ments was performed in triplicate to detect any lack of fit of
the data in the model generated. The response chosen was
the peak area corresponding to the base peak of the spectrum
of each of the derivatized compounds. Only the model that
included the variables, their squares and the interactions did
not show a lack of fit.

The values evaluated were temperature (A), 70, 80, and
90°C; time (B), 10, 20, and 30 min, and sample volume (C),
1, 2.5, and 4 mL. As may be seen in Supporting Information
Table S1, the significant variables were temperature (A) for
all the compounds; volume (C) for alanine, sarcosine, ethyl-
glycine, and valine; the interaction between temperature and
sample volume (AC) for proline, and the squares of tempera-
ture (AA) for alanine, sarcosine, ethylglycine, and valine, and
of the sample volume (CC) for proline.

The equilibration temperature value that provided the
maximum signal for all compounds was 90°C. Although the
results obtained regarding time and sample volume were less
conclusive, short times and low sample volumes provided sig-
nals with low reproducibility for most cases (between 17 and
52%), the reason why a time of 30 min and a sample volume
of 3 mL were chosen. Despite that with these values the maxi-
mum signals were not reached, proper signals were obtained
for all compounds together with suitable reproducibility val-
ues (2-12%) for the entire process including derivatization
and instrumental determination.

3.3 Programmed temperature vaporizer gas
chromatography with MS optimization

The variables studied in the PTV-GC-MS system were vent-
ing temperature, venting flow, and venting time for the PTV
injector and dwell time for the MS detector. All these variables
were studied with UHQ water samples spiked at a concentra-
tion of 10 mg/L for all the analytes.

The solvent-vent injection mode was selected for the PTV
injector and a glass wool liner was chosen. The initial temper-
ature of the liner in which solvent purging occurs, or venting
temperature, was studied in the range of 20-90°C. It was ob-
served that the signal areas increased gradually with increas-
ing the initial temperature of 20°C up to 70°C. For values
higher than 70°C the signal decreased, displaying a greater
decrease for the more volatile analytes. Accordingly, a vent-
ing temperature of 70°C was chosen. Regarding the purge
gas flow, values of 10, 20, 35, and 50 mL/min were studied.
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Similar signals were obtained for all values and hence
20 mL/min was chosen as this was the value with better repro-
ducibility and also saved in the use of the carrier gas. Different
venting times (0.5, 0.75, and 1 min) were assayed. Problems
in reproducibility were observed for venting times of 0.5 and
1 min, probably because the solvent was not completely re-
moved for 0.5 min and because a fraction of the analytes was
eliminated with the solvent for 1 min. Maximum signals for
all compounds and the best reproducibility were obtained for
0.75 min and was therefore selected as the appropriate
venting time.
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Dwell times of 1, 10, 50, and 100 ms in the SIM mode were
assayed. One millisecond afforded the best peak definition,
with no significant increased noise. Accordingly, 1 ms was
used as the dwell time. Figure 3 shows the extracted ion
chromatogram of a urine sample spiked with all the analytes
under the optimized conditions.

3.4 Analytical characteristics of the method

For amino acid detection, it is not possible to use an analyte-
free urine matrix for the preparation of the calibration curves.
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Figure 2. Chromatogram provided by a urine sample spiked with all the analytes at the concentrations of the high level shown in
Table 1 and subjected to the optimized derivatization and analytical procedure. 1. alanine; 2. sarcosine; 3. ethylglycine; 4. valine; 5. leucine;

IS. norleucine; 6. proline.

Table 1. Analytical characteristics of the method

R? Concentration Instrumental LOD (mg/L) L0Q (mg/L)

level (mg/L) repeatability (RSD %)

Low level High level Low level High level
Alanine 0.9918 5.0 40 43 5.8 1.20 3.60
Sarcosine 0.9838 0.375 3.0 15 5.9 0.21 0.87
Ethylglycine 0.9913 0.25 2.0 102 46 0.15 0.46
Valine 0.9819 1.25 10 103 34 0.97 2.90
Leucine 0.9952 1.25 10 35 16 0.37 1.10
Proline 0.9844 1.25 10 6.1 44 2.89 8.67

Standard curves were obtained by analyzing aqueous stan-
dard solutions of the analytes at five concentration lev-
els ranging from the low level to the high level shown at
Table 1 for each compound, using norleucine as an internal
standard to compensate for variations of the whole process.
Each concentration level was subjected to the derivatization
procedure and analyzed four times. All the calibrations ex-
hibited linear behavior, with good values for the coefficient of
determination (R?), as shown in Table 1. The validity of the
models generated was checked using analysis of variance, and
none of the models generated was found to show a lack of fit.
Instrumental repeatability was determined at two concentra-
tion levels where each derivatized standard solution was in-
jected four times. The values (expressed as RSD) are shown in
Table 1 and ranged respectively between 3.5 and 11.5% for
the low level and between 1.6 and 5.9% for the high level.
Table 1 shows the LODs and LOQs calculated, respectively,
as 3.3 and 10 times the SD of a water blank divided by the
slopes of the calibration curves. The LODs of the proposed
method ranged from 0.15 to 2.89 mg/L, whereas the LOQs
ranged from 0.46 to 8.67 mg/L.
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3.5 Urine samples

To check for possible matrix effects and to investigate the ap-
plicability of the method to real urine analyses, a comparison
between the signals obtained with aqueous and urine sam-
ples, from three different subjects, was made. Samples were
spiked at a concentration of 5 mg/L for all the analytes. Signif-
icant differences were observed between the urine samples
and UHQ samples. To avoid this, the possibility of sample
dilution with UHQ water was evaluated. Different dilution
ratios up to 1:6 were assayed. Figure 3 shows the compari-
son between the signals obtained with aqueous samples and
urine samples from three subjects at a dilution ratio of 1:6.
As can be seen in the figure, the dilution ratio of 1:6 did
not eliminate the matrix effect either. To overcome this ma-
trix effect, a standard additions protocol was proposed for
the determination of these analytes in urine samples; as this
technique had already been shown to work appropriately for
urine samples [17].

Owing to the existence of a matrix effect, and to simplify
the protocol for the determination of amino acids in urine
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Figure 3. Comparison between the signals obtained with UHQ water and with urine samples from three subjects at a dilution ratio of 1:6.

Table 2. Results obtained for the compounds studied in urine samples

Sample Alanine Sarcosine Ethylglycine Valine Leucine Proline
Urine 1 (4 +1)10 05+ 0.1 <LOD 4+1 25+ 03 09 + 0.1
Urine 2 (5+1)10 05+ 02 <LOD 53+ 09 45+ 05 14 £ 03
Urine 3 (5+1)10 04 + 0.1 <L0OD 5+2 30 £ 05 06 =02
Urine 4 2 + 4 04 + 0.1 <LOD 43 + 06 30 +02 1.1 +£01
Urine 5 32+6 0.27 + 0.09 <L0D 38 + 06 31+ 05 08 + 02
Urine 6 14+9 <LOD <LOD 12 £ 05 12 £ 02 0.59 + 0.09

Concentrations are given as umol analyte/mmol creatinine.

samples, a comparison between a conventional standard ad-
ditions (six-level calibration study) and a one-point standard
additions was carried out. The quantification of these com-
pounds in a urine sample from a healthy subject with both
protocols was performed. No significant differences in the
concentrations calculated were found between the conven-
tional and the one-point standard additions. Accordingly, the
one-point standard additions protocol was proposed for the
determination of these analytes in urine samples. This strat-
egy makes the final procedure simpler and faster.

The developed method was applied to the analysis of six
urine samples from healthy subjects to quantify the amino
acids and estimate the concentration of these endogenous
compounds in urine samples. A one-point standard addi-
tions protocol with norleucine as the internal standard was
proposed for the accurate determination of the analytes. A
modification of the Jaffé method based on the photomet-
ric detection of a reddish complex resulting from the re-
action between creatinine and picric acid was used to nor-
malize the analyte concentrations to the total creatinine

© 2016 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

concentration [49, 50]. The concentrations are expressed nor-
malized to the creatinine concentration: pmol analyte/mmol
creatinine. Table 2 shows the results obtained. The improve-
ment with the internal standard is higher for leucine and
proline, compounds that have a chromatographic behavior
similar to norleucine.

4 Concluding remarks

A new coupling of derivatization of amino acids to HS-PTV-
GC-MS has been developed. The derivatization of analytes
with ethyl chloroformate in aqueous medium is a great ad-
vantage when biological samples such as urine are analyzed.
The coupling of derivatization with headspace sampling pro-
posed in this work allows for the elimination of solvents or
others treatments to extract the derivatives from the matrix
before their injection into GC. This instrumental configura-
tion minimizes sample manipulation and therefore, reduces
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solvent consumption and the errors associated with this step
of the analysis.

The analytical characteristics of the method were evalu-
ated, which included the observation of linear behavior, the
absence of lack of fit, suitable reproducibility, and good limits
of detection. The calibration strategy used was the one-point
standard additions protocol with an internal standard, the
results obtained being highly satisfactory.

Based on the favorable results obtained in this work, the
application of the proposed methodology in future research
studies can hopefully be used to analyze a large number of
urine samples from both healthy subjects and cancer patients
to evaluate the possible differences in the level of these ana-
lytes between both groups.
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Table 1

Results of the experimental design (p values). A, temperature; B, equilibration time; C,

volume.

Compound A B C AB AC BC AA BB cc
Alanine 0.0000 0.4963 0.0000 0.9222 0.2524 0.1273 0.0294 0.1129 0.1386
Sarcosine 0.0000 0.3620 0.0000 0.9203 0.5726 0.0940 0.0110 0.0942 0.2229
Ethylglycine  0.0000 0.4736  0.0000 0.9744 0.7568 0.1190 0.0044 0.1065 0.1617
Valine 0.0000 0.9767 0.0000 0.8978 0.6624 0.3867 0.0046 0.2112 0.4935
Leucine 0.0000 0.2426  0.2922 0.4573 0.1123 0.4586 0.5421 0.3219 0.4035
Proline 0.0000 0.6331 0.3970 0.8941 0.0036 0.5190 0.0698 0.1526  0.0048
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La orina tiene una utilidad considerable como fluido bioldgico para
diagndstico de enfermedades; de hecho, el andlisis de orina se usa
rutinariamente para un gran numero de pruebas. En los tltimos afios se ha
incrementado significativamente el uso de orina para los estudios de
metabolémica debido al interés en la bisqueda de nuevos biomarcadores que
se puedan medir en muestras obtenidas de forma no invasiva. Ademads, la
orina, comparada con otros fluidos bioldgicos para su uso en metabolémica,
tiene como ventajas el gran nimero de metabolitos que contiene, su bajo
contenido de proteinas, la facilidad de manipulacién y preparacién de

muestra y el hecho de que el volumen no es un factor limitante.

El potencial de diagndstico de compuestos organicos volatiles
(volatile organic compounds, VOCs) para diferentes enfermedades ha sido
explorado durante mucho tiempo y ha generado un interés creciente. El
estudio de biomarcadores voldtiles en muestras clinicas ofrece una
alternativa para el desarrollo de herramientas rapidas y baratas de deteccién
de enfermedades. Buena parte de los estudios de biomarcadores volatiles se
han llevado a cabo en muestras de aliento, aunque también se han

investigado otras matrices como orina, heces, sudor y sangre.

Entre los numerosos compuestos volatiles descritos en bibliografia
como posibles biomarcadores, para este trabajo se seleccionaron el disulfuro
de dimetilo (DMDS), tolueno, 1,4-xileno, 2-octanona y 2,6-dimetil-7-octen-
2-ol. Esta selecciéon incluye compuestos con diferentes grupos funcionales y
volatilidades, de forma que podrian considerarse compuestos representativos
de la familia quimica a la que pertenecen. Aunque algunos de ellos han sido

propuestos como posibles biomarcadores de cancer de proéstata, todavia se
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necesitan mas estudios para su confirmacién y se requieren, por tanto,

nuevas metodologias capaces de determinarlos de forma rapida y sensible.

Las innegables ventajas del muestreo mediante espacio de cabeza,
como la facilidad de preparacion de muestra, de implementacién y
automatizacién, hacen que sea una buena opcién para la determinacién de
compuestos volatiles en un amplio rango de concentraciones y en diferentes
tipos de muestras. Casi todos los métodos propuestos para la determinacién
de compuestos volatiles de la orina que utilizan el muestreo mediante espacio
de cabeza llevan a cabo una etapa adicional de preconcentraciéon mediante,
por ejemplo, microextraccién en fase soélida. Eliminar esta etapa de
preconcentraciéon, tal y como se propone en este trabajo, hace el

procedimiento final mas simple y rapido.

El desarrollo de nuevos métodos rapidos, sencillos y sensibles para la
deteccién y cuantificacién de ciertos compuestos en fluidos bioldgicos
humanos es esencial, no sélo para la investigacién y descubrimiento de
nuevos biomarcadores, sino también para la confirmacién de la utilidad de
aquellos ya descritos. Para este ultimo propdsito, la propuesta de
metodologias rdpidas es también el primer paso necesario para analizar un
gran numero de muestras tanto de individuos sanos como de pacientes para
establecer las diferencias en el nivel de estos analitos entre ambos grupos y

poder llegar asi a una deteccién temprana de la enfermedad.

En este sentido, el objetivo de este trabajo era desarrollar un método
rapido y sencillo basado en HS-GC-MS para la determinacién en orina de
cinco compuestos descritos como posibles biomarcadores. Con la

informacion de que disponemos, éste es el primer trabajo basado en el uso de
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HS-GC-MS para la determinacién simultdnea de estos cinco compuestos en
orina. La propuesta de un método capaz de determinar conjuntamente todos
estos compuestos de diferentes familias quimicas y descritos como posibles

biomarcadores puede ser muy ttil para estudios posteriores de confirmacién.

Para llevar a cabo el objetivo planteado es necesario optimizar las
variables involucradas en el método. Para ello, el primer paso fue determinar
las condiciones O&ptimas para la generacidn del espacio de cabeza,
evaludndose variables como el pH, el volumen de muestra y el tiempo de

equilibrado.

En primer lugar, se realizé un estudio comparativo entre pH acido y
fisiolégico con una orina dopada con los cinco compuestos estudiados. Para
tener el mismo volumen de espacio de cabeza y poder realizar asi la
comparacién entre pH dacido y fisioldgico, se afiadieron 240 pL de &cido
fosférico para obtener pH acido y 240 pL de metanol en su lugar para el pH
fisiolégico. Excepto para el DMDS, no se observé un gran aumento de las
seflales con pH 4cido, incluso para el 2,6-dimetil-7-octen-2-ol la sefial
disminuia. Teniendo en cuenta estos resultados y con el objetivo de reducir
la variabilidad y evitar un mayor consumo de tiempo y reactivos, se

selecciond pH fisioldgico sin la adicién de ningin reactivo.

Con respecto al volumen de muestra se probaron valores de 1 a 5 mL,
observandose que las areas de las sefiales aumentaban con el aumento del
volumen de muestra y selecciondndose, por tanto, 5 mL. Al utilizar viales de
espacio de cabeza de 10 mL, no se probaron voliumenes mayores de 5 mL
para evitar salpicaduras en el septum y contaminacién de la aguja de la

jeringa de espacio de cabeza.



210 CAPITULO II. COMPUESTOS DE INTERES BIOLOGICO

Con un volumen de 5 mL, se optimizé el tiempo de equilibrado
probandose valores de 5 a 30 min. Sélo se observaron ligeras diferencias de
sefial entre los diferentes tiempos, si bien los valores mejores de repetibilidad

se obtuvieron para 15 min y, por tanto, este tiempo fue el seleccionado.

En relacién al cromatdgrafo de gases, se probaron diferentes
programas de temperatura del horno con el fin de conseguir la mejor
separacion de los analitos en el menor tiempo posible, estableciéndose

finalmente, las rampas maximas permitidas por el equipo.

En cuanto al sistema de deteccion se optimizd la velocidad de barrido
y el tiempo de permanencia en el espectrometro de masas. En el modo scan,
el valor establecido como velocidad de barrido se utiliza para calcular el
numero de veces que se registra la abundancia de cada masa antes de pasar a
la siguiente masa. Con un rango de masas de 35 a 250 se evaluaron valores de
velocidad de barrido de 0, 1, 2 y 3, lo que daba lugar a 18.11, 11.06, 6.22 y
3.11 scan s, respectivamente. La mejor morfologia de pico para todos los
compuestos se obtenia con un valor de 1 (11.06 scan s'). También se
optimiz6 el tiempo de permanencia en el modo SIM, probandose valores de
entre 1 y 100 ms. Con el objeto de obtener la mejor definicién de pico sin un
aumento significativo del ruido, se seleccioné un valor de tiempo de
permanencia para cada compuesto: 35 ms para el disulfuro de dimetilo, 10 ms
para el tolueno, el 1,4-xileno y 2-octanona y 1 ms para el 2,6-dimetil-7-

octen-2-ol.

El efecto de matriz se evalué mediante la comparacién de las sefiales
obtenidas con una disolucién acuosa y dos muestras de orinas, dopadas todas

con los analitos objeto de estudio. Se observaron diferencias entre las
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muestras de orina y la disolucién acuosa, por lo que se probaron diferentes
diluciones de la orina con agua. Aunque para dos de los compuestos parecia
eliminarse el efecto de matriz con una dilucién 1:5, para el resto no se
conseguia eliminar, lo que ponia de manifiesto la necesidad de llevar a cabo
la calibraciéon mediante adicién estandar. Con el fin de simplificar el
procedimiento de cuantificacién de estos compuestos en orina, se propuso la
adicién estdndar de un punto. Esta estrategia ya habia sido evaluada y
comparada con la adicién estdndar convencional en el trabajo previo de
determinacién de aminoacidos en orina (II.1), mostrando buenos resultados y

haciendo el proceso final mas simple y rapido.

Las caracteristicas analiticas del método se determinaron con una
orina dopada a diez niveles de concentracién. Las rectas de calibracién
obtenidas mostraban comportamiento lineal, sin fallo de ajuste y con valores
de coeficiente de determinacién superiores a 0.99 para todos los compuestos.
La repetibilidad y reproducibilidad se determinaron a dos niveles de
concentracién (1 y 10 pg L), siendo los valores obtenidos menores del 9.5%
y del 14.2%, respectivamente. Los limites de detecciéon (LOD) se encontraban
entre 0.01 y 0.48 pg L', mientras que los limites de cuantificacién (LOQ)

oscilaban entre 0.05y 1.43 pg L.

Para validar el método optimizado, se doparon cinco orinas de
individuos sanos con todos los compuestos a una concentracioén conocida y se
analizaron con el método desarrollado, aplicando la adicién estandar de un
punto mencionada anteriormente. Las concentraciones calculadas para las

muestras de orina eran significativamente iguales a las concentraciones reales
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a las que se habian dopado las muestras, de forma que el intervalo de

confianza de la prediccién incluia la concentracién real.

Ademas, se llevd a cabo la determinacién de estos analitos en tres
muestras de orina con el método desarrollado y se realizd la normalizacién a
la concentracién total de creatinina en cada una de las muestras. En las
muestras  analizadas se encontraron para algunos compuestos
concentraciones proximas al limite de deteccién. Los resultados obtenidos
ponen de manifiesto la validez de la metodologia propuesta para determinar

concentraciones muy bajas de estos posibles biomarcadores.

Como conclusion principal, podemos destacar que se ha desarrollado
un método simple y rdpido basado en HS-GC-MS para la determinacién en
orina de algunos posibles biomarcadores. Esta metodologia combina las
ventajas de utilizar muestras de orina obtenidas de forma no invasiva con las
del muestreo mediante espacio de cabeza, lo que la convierte en una
estrategia adecuada para la determinacién de estos posibles biomarcadores
volatiles. Ademads, la determinaciéon de compuestos con diferentes grupos
funcionales que se lleva a cabo demuestra que el método propuesto podria
aplicarse para determinar conjuntamente otros compuestos pertenecientes a

las familias quimicas estudiadas en este trabajo.

El método analitico propuesto en este trabajo se puede utilizar para
estudios posteriores, permitiendo analizar de forma rapida y sencilla un gran
numero de muestras tanto de individuos sanos como de pacientes para
establecer asi las diferencias en los niveles de concentracién de estos
compuestos entre ambos grupos y permitir, por tanto, evaluar su utilidad

como biomarcadores.
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Abstract

The development of new analytical strategies plays a vital role for the research, discovery
and confirmation of analytes that can be sensitive biomarkers. Within this line of work, a
method based on headspace-gas chromatography-mass spectrometry has been developed
and validated for the determination of possible biomarkers (dimethyl disulfide, toluene,
1,4-xylene, 2-octanone and 2,6-dimethyl-7-octen-2-ol) in human urine samples.

The existence of a matrix effect was checked and the analytical characteristics of the
method were determined. The limits of detection ranged from 0.01 to 0.48 pg L™,
whereas the limits of quantification ranged from 0.05 to 1.43 pg L. The repeatability
was below 9.5 % and reproducibility below 14.2 %. Five urine samples from healthy
subjects spiked with the possible biomarkers were used to validate the proposed
methodology. The quantification of these compounds in three urine samples from healthy

subjects was performed with the one-point standard additions protocol.

Wiley-VCH
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47 1 Introduction

48 Urine has considerable value as a diagnostic biofluid [1] and for centuries,
49  physicians have attempted to use urine for the non-invasive assessment of disease [2], in
50 fact, urinalysis is routinely used for a great number of tests [3]. The use of urine as a
51  sample for metabolomics studies has increased significantly in last years, due to the
52 interest in searching for new biomarkers that can be measured in samples obtained by
53  non-invasive means [2]. Besides being a biofluid obtained non-invasively, urine has
54  many others advantages for use as sample for metabolomics compared to other human
55  biofluids, such as its large number of metabolites and low protein content, the ease of
56  handling and sample preparation, and that the sample volume is not a limiting factor [4].
57 The evaluation of the diagnostic potential of volatile organic compounds (VOCs)
58  for different diseases has been explored for a long time and has generated increasing
59 interest [5-8]. The study of volatile biomarkers in clinical samples offers an alternative
60  for developing rapid and potentially inexpensive disease screening tools [5]. Most of the
61  studies on volatile biomarkers have been carried out on exhaled-breath samples [8-18],
62  although other matrices, such as urine [8, 19-24] and feces [25, 26], have also been
63  investigated.

64 Among the numerous volatile compounds described in literature as possible
65  biomarkers, dimethyl disulfide, toluene, 1,4-xylene, 2-octanone and 2,6-dimethyl-7-
66  octen-2-ol have been selected for this work. This selection includes inorganic and organic
67  compounds with different functional groups and volatility, so they could be considered
68  representative compounds of the chemical family which they belong to. Although some
69  of them have been proposed as possible biomarkers of prostate cancer [27, 28], further
70  studies are still needed for their confirmation, which first requires the development of

71 new methodologies for their determination.

Wiley-VCH
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The undeniable advantages of headspace sampling, such as easy sample
preparation, environmental-friendliness and easiness of implementation and automation
makes it the preparation technique of choice for the analysis of volatile compounds in a
wide range of concentrations and sample types [29, 30]. Nearly all proposed methods for
the determination of urinary volatile compounds using headspace sampling perform an
additional preconcentration step, such as solid phase microextraction [2, 19, 24, 31-33].
Avoiding this preconcentration step, as proposed herein, minimizes sample handling and,
hence, makes the final procedure simpler and faster.

The development of new rapid, simple and sensitive analytical methods for the
detection and quantification of certain compounds in human biofluids is essential, not
only for the research and discovery of new biomarkers but also for the confirmation of
the usefulness of the ones previously described. For this last purpose, the proposal of
rapid methodologies is also the first necessary step to analyze a large number of samples
from both healthy and patient individuals to establish the differences in the levels of
these analytes between both groups for a future early disease detection.

In this sense, the aim of the present work was to develop a rapid and simple
method based on headspace (HS)-gas chromatography (GC)-mass spectrometry (MS) for
the determination of some possible biomarkers in human urine. Five volatile possible
biomarkers (dimethyl disulfide, toluene, 1,4-xylene, 2-octanone and 2,6-dimethyl-7-
octen-2-ol) with different functional groups and volatility have been selected. The
proposal of an analytical method able to determine jointly all these compounds from
different chemical families and which have been described as possible biomarkers can be
very useful for further confirmation studies. To our knowledge, this is the first report on
the use of HS-GC-MS for the simultaneous determination of these five compounds in

urine.

Wiley-VCH
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97 2 Materials and Methods

98 2.1 Chemicals and standard solutions

99 Dimethyl disulfide (DMDS), 2-octanone and 2,6-dimethyl-7-octen-2-ol
100  (dihydromyrcenol) were supplied by Sigma-Aldrich (Steinheim, Germany). Toluene and
101 1,4-xylene (1,4-dimethylbenzene) were supplied by Acros Organics (Geel, Belgium).
102 Methanol HPLC grade was provided by Sigma-Aldrich (Steinheim, Germany). Sodium
103 chloride and phosphoric acid reagent grade were purchased from Scharlau (Barcelona,
104  Spain). The ultra-high quality water (UHQ) used was obtained with a Wasserlab
105  Ultramatic water purification system (Noain, Spain).
106 Stock solutions (2500 or 1000 mg L") of each analyte were prepared in methanol.
107  The solutions were kept refrigerated at 4 °C and diluted to the desired concentration to
108  prepare the working solutions containing the five compounds in methanol. These
109  working solutions were used to spike the water and urine samples at the different

110  concentrations analyzed.

111 2.2 Apparatus
112 The instrumental configuration HS-GC-MS as well as the data acquisition

113 software were equivalent to that described previously [34].

114 2.3 Sample pretreatment

115 Urine samples obtained from apparently healthy volunteers were stored at -20 °C.
116  For the analysis, the samples were left at room temperature until they had thawed
117 completely. Then, they were transferred to a 15-mL glass centrifuge tube with screw cap
118  (Scharlau, Spain) and were centrifuged for 10 min at 5000 rpm. To analyze the spiked
119 samples, 2.5 g of NaCl was weighed in a 10-mL headspace vial and 5 mL of urine and 50

120 pL of the working solution with the five compounds were added.

Wiley-VCH



CAPITULO II. COMPUESTOS DE INTERES BIOLOGICO

121

122

123

124

125

126

127

128

129

130

131

132

133

134

135

136

137

138

139

140

141

142

Journal of Separation Science Page 6 of 24

2.4 HS-GC-MS

To generate the headspace, samples were shaken at 750 rpm for 15 min at 90 °C.
Then 2.4 mL was injected using the hot split mode (1:3) at 250 °C by a programmed
temperature vaporizer (PTV) system equipped with a liner packed with Tenax-TA®.
Oven temperatures were as follows: initially, 50 °C for 2 min, followed by heating at 120
°C min"' to 70 °C, then increased at 95 °C min™ to 115 °C, heated at 65 °C min™ to 175
°C, and finally heated at 45 °C min™ to 240 °C, holding this temperature for 2 min. The
total chromatographic run time was 7.00 min.

The ion source, the quadrupole, and the transfer line temperatures were 230 °C,
150 °C, and 275 °C, respectively. A solvent delay time of 1.50 min and 70 eV for the
electron-ionization mode were established. The detector was set at scan acquisition mode
during the variable optimization step and once the optimal conditions for the analysis had
been selected, it was set at the synchronous SIM/scan mode. This mode allows to obtain
more information about the sample, since it provides the collection of both SIM (selected
ion monitoring) and full-scan data in a single run. The full scan mode (35-250 m/z, 11.06
scans s™) was used for identification and the SIM mode for quantification with a dwell
time of 35 ms for dimethyl disulfide, 10 ms for toluene, 1,4-xylene and 2-octanone and 1
ms for 2,6-dimethyl-7-octen-2-ol. The quantifier (in bold) and qualifier ions selected for
analytes were 94, 79, 45 for dimethyl disulfide; 91, 92, 65 for toluene; 91, 106, 105 for

1,4-xylene; 43, 58, 41 for 2-octanone; and 59, 41, 43 for 2,6-dimethyl-7-octen-2-ol.

3 Results and discussion

3.1 Experimental procedure

Wiley-VCH
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143 To determine the optimum conditions for headspace generation, the variables
144 studied were: pH, sample volume and equilibration time. All these variables were studied
145  with urine samples spiked at a concentration of 10 pg L™ for all the analytes.

146 A comparative study between acidic and physiological pH was performed. To
147  obtain acidic pH, a volume of 240 uL of phosphoric acid was added to the vial, whereas
148  for the physiological pH 240 pL of methanol was added in its place to have the same
149  headspace volume in both cases and thus enabling the comparison. No large increase in
150  signal was observed (Fig. 1) by adding acid, except for dimethyl disulfide. Moreover, the
151  signal for 2,6-dimethyl-7-octen-2-ol decreased with acidic pH. According to this and
152 with the purpose of reducing the variability and avoiding a greater expenditure of time
153 and consumption of reagents, physiological pH without the addition of any reagent was
154 selected.

155 Regarding sample volume, values of 1, 2, 3, 4 and 5 mL of urine were assayed at
156  physiological pH and 20 min of equilibration time. The proportion of salt/sample volume
157  was maintained for each sample volume. As it can be observed in Fig. 2a, the signal areas
158  increased gradually when increasing the sample volume, therefore a volume of 5 mL was
159  selected. Volumes greater than 5 mL were not tested when using 10-mL headspace vials
160  to prevent splashing of the septum and contamination of the needle of the headspace
161 sampler.

162 Equilibration times of 5, 10, 15, 20, 25 and 30 min were assayed at a constant
163 volume of 5 mL of urine sample and at physiological pH. Only slight differences were
164  observed (Fig. 2b) between the different times; however, the lowest values of RSD were
165  obtained for 15 min. This time was selected as optimum for later studies.

166 Regarding the GC-MS system, oven temperatures of the gas chromatograph and

167  sampling rate and dwell times in the mass spectrometry detector were optimized. Several

7
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temperature programs of the oven were assayed with the aim of achieving the best
separation of the analytes in the shortest possible time. Finally, the ramps set were the
maximum ones permitted by the chromatograph configuration.

In the scan mode, the value set as the sampling rate is used to calculate the
number of times the abundance of each mass is recorded before going on to the next
mass, and therefore it must be optimized. With a mass range from 35 to 250, values of 0,
1, 2 and 3 of sampling rate were assayed, resulting in 18.11, 11.06, 6.22 and 3.31 scan s
! respectively. The best morphology for all the compounds was obtained with a sampling
rate of 1 (11.06 scan s'l). Dwell times of 1, 10, 35, 50, 75 and 100 ms in the SIM mode
were assayed. In order to obtain the best peak definition with no significant increased
noise, a value of dwell time for each compound was selected: 35 ms for dimethyl
disulfide, 10 ms for toluene, 1,4-xylene and 2-octanone and 1 ms for 2,6-dimethyl-7-
octen-2-ol.

3.2 Matrix effect

To evaluate the possible existence of a matrix effect, a comparison between the
signals obtained with aqueous and urine samples, from two different subjects, was made.
Samples were spiked at a concentration of 10 pg L™ for all the analytes. Significant
differences were observed between the urine samples and UHQ samples. Dilution of
urine samples up to a ratio of 1:5 (1 mL urine + 4 mL UHQ) did not remove the matrix
effect (Fig. 3). Although for 2-octanone and 2,6-dimethyl-7-octen-2-ol the matrix effect
seemed to be overcome with a dilution ratio of 1:5, for dimethyl disulfide, toluene and
1,4-xylene the matrix effect was not eliminated, and therefore a standard additions
protocol was required. In order to simplify the protocol for the determination of these

compounds in urine samples, a one-point standard additions protocol was proposed. This

Wiley-VCH
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192  strategy has been previously tested and used [34], showing suitable results and making

193 the final procedure simpler and faster.

194 3.3 Analytical characteristics of the method

195 Standard curves were obtained to determine the analytical characteristics of the
196  method by analyzing a urine sample spiked at ten concentration levels in the calibration
197  ranges shown in Table 1. Each concentration level was analyzed in triplicate. The
198  analytical characteristics of the methods are shown in Table 1. The calibration models
199  displayed linear behavior. The validity of the models generated was checked using
200  ANOVA, and none of the models generated was found to show a lack of fit. The value of
201 the correlation determination coefficient (R%) was higher than 0.99 for all the compounds.
202 Repeatability and reproducibility were determined using a urine spiked with the
203 compounds at two concentration levels (1 and 10 pg L™). Each concentration level was
204  analyzed five times on the same day for repeatability and on two different days (five
205  replicates per day) for reproducibility. The values (expressed as relative standard
206  deviation, RSD) are shown in Table 1, being below 9.5 % for repeatability and 14.2 %
207  for reproducibility. The limits of detection (LODs) and the limits of quantification
208  (LOQs) calculated, respectively, as 3.3 and 10 times the standard deviation of the urine
209  blank divided by the slopes of the calibration curves, are also shown in Table 1. The
210  LODs of the proposed method ranged from 0.01 to 0.48 pg L', whereas the LOQs
211 ranged from 0.05 to 1.43 pg L™

212 3.4 Method validation

213 To validate the optimized method, five urine samples from healthy subjects were
214  spiked with all the compounds at a known concentration and analyzed with the developed

215 method. The one-point standard additions protocol was used for the accurate
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determination of the analytes. The urine samples were analyzed before being spiked, and
the area of the signals obtained for each compound was subtracted to the signals of the
standard additions. Table 2 shows the calculated concentration and the actual
concentration for all possible biomarkers in the spiked urines. The calculated
concentrations for the urine samples were close to the actual concentrations at which the
samples were spiked, such that the confidence interval of prediction included the actual
concentration.

The developed method was applied to the analysis of three urine samples from
healthy subjects to quantify the possible biomarkers. The one-point standard additions
protocol proposed was applied. Normalization of the analyte concentrations to the total
creatinine concentration is common when urine samples are used. For this purpose, a
modification of the Jaffé method was used [35,36]. Table 3 shows the concentrations
obtained both expressed in pg/L as normalized to the creatinine concentration: nmol
analyte/mmol creatinine. Fig. 4 shows the extracted ion chromatograms of a spiked UHQ
water sample, a non-spiked urine sample and a spiked urine sample. The concentrations
selected to spike the UHQ water and the urine were those found for each compound in
the non-spiked urine sample. These chromatograms together with the concentrations
determined in the urine samples shown in Table 3, confirm the validity of the proposed
method to determine very low concentrations, in some cases close to the limit of
quantification.

4 Concluding remarks

A rapid and simple method for the determination of some possible biomarkers in
urine based on HS-GC-MS has been developed. This methodology combines the
advantages of using urine samples obtained non-invasively with those of the headspace

sampling, making it a suitable approach for the determination of these volatile possible
10
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241 biomarkers. In addition, the determination performed herein of compounds with different
242 functional groups, demonstrates that the proposed method could be applied to jointly
243 determine other compounds belonging to the chemical families studied in this work.

244 The method developed allowed quantification in urine samples of five compounds
245  described in literature as possible biomarkers by means of one-point standard additions
246 method. The analytical characteristics of the method showed linear behavior, no lack of
247  fit, suitable repeatability and reproducibility values (below 9.5 % and 14.2 %,
248  respectively) and low limits of detection and quantification (ranging from 0.01 to 0.48 pg
249 L and from 0.05 to 1.43 ng L', respectively). The validation of the proposed method
250  was carried out determining the concentration of the compounds in five spiked urine
251  samples and the results obtained were highly satisfactory.

252 The analytical method proposed herein can hopefully be used for further studies,
253  allowing to analyze quickly and easily a large number of samples from both healthy and
254  patient individuals, in order to establish the differences in the concentration level of these
255  compounds between both groups, and allowing therefore, to assess their usefulness as

256  biomarkers.
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385 FIGURE CAPTIONS
386  Fig. 1 Comparative study between acidic and physiological pH.
387  Fig. 2 Optimization of a) sample volume and b) equilibration time.
388  Fig. 3 Comparison between the signals obtained with UHQ water and with urine samples
389  from two subjects at a dilution ratio of 1:5.
390  Fig. 4 Chromatograms provided by a) a spiked UHQ water, b) a urine sample (non-
391  spiked) and c) a spiked urine sample subjected to the optimized analytical procedure. The
392 concentrations at which UHQ water and urine were spiked (chromatograms a and c¢) are
393 shown in parentheses after the name of each compound 1. dimethyl disulfide (10 pL L™);
394 2. toluene (0.14 pL L™); 3. 1,4-xylene (0.07 uL L™); 4. 2-octanone (0.17 pL L™); 5. 2,6-
395  dimethyl-7-octen-2-o0l (0.22 uL L™).
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1 Table 1. Analytical characteristics of the method.

e o -
Calibration Repeatability (RSD %) Reproducibility (RSD %)

LoD Loq

Compound (r::/glj Low level High level Low level  Highlevel (ug/L) (ng/L)
(1 ue/L) (20 pg/1) (1pe/t)  (10ug/L)
Dimethyl disulfide 1.5-50 0.9989 9.5 6.7 111 8.5 0.48 1.43
Toluene 0.1-50 0.9995 2.2 5.0 9.7 9.9 0.02  0.07
1,4-xylene 0.1-50 0.9992 23 4.7 7.2 8.0 0.01 0.05
2-octanone 0.2-50 0.9929 3.6 6.7 14.2 10.6 0.06  0.17
2,6-dimethyl-7-octen-2-0l  0.1-50 0.9956 3.6 7.3 7.4 7.0 0.03  0.08
2
1
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1 Table 2. Method validation.

Actual Calculated value (pg/L)
Compound concentration

(mng/L) Urine 1 Urine 2 Urine 3 Urine 4 Urine 5
Dimethyl disulfide 10 10+2 11+2 11+1 10+1 8+2
Toluene 1.0 0.8+0.2 0.9+0.2 09+0.1 1.1+0.2 1.0+0.2
1,4-xylene 1.0 1.0+0.2 14+04 1.0+0.2 1.3+0.3 14+04
2-octanone 1.0 0.8+0.2 1.0+£0.2 09+0.1 09+0.1 0.9+0.2
2,6-dimethyl-7-octen-2-ol 1.0 1.2+0.2 1.4+0.4 1.1+0.2 1.0+£0.2 1.1+0.2

2
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1 Table 3. Results obtained for the compounds studied in urine samples.
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Urine 1 Urine 2 Urine 3
R TS v TR v
Dimethyl disulfide 7+1 5.5+0.8 5+1 3.9+0.8 8+1 5.7+0.7
Toluene 0.14+0.01 0.113 £ 0.008 0.13+0.01 0.103 £ 0.008 0.18 +0.02 0.13+0.01
1,4-xylene 0.056 £+0.006 0.039+0.004 0.051+0.006 0.035+0.004 0.07 +0.01 0.044 £ 0.006
2-octanone <LoQ <LoQ <LoQ <LoQ <LoQ <LoQ
2,6-dimethyl-7-octen-2-ol  0.103 + 0.007 0.049 + 0.003 0.13+0.01 0.061 + 0.005 0.20 +0.02 0.085 +0.009

2
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En la presente memoria se han propuesto nuevas metodologias
analiticas encaminadas a conseguir una reduccion significativa del esfuerzo
necesario para llevar a cabo la etapa de tratamiento de muestra con el fin de
minimizar costes y tiempo y reducir los errores asociados a esta etapa del

proceso analitico.

Con el fin de estudiar las posibilidades de estas nuevas metodologias,
se han puesto a punto diferentes métodos analiticos destinados a la
determinaciéon de compuestos de interés biolégico y medioambiental en

distintos tipos de matrices.

A continuacién, se exponen las principales conclusiones obtenidas,
unas de cardcter general, referidas a las metodologias utilizadas y otras

particulares de las diferentes aplicaciones que se han desarrollado.

» Estudio de las posibilidades de las columnas capilares con fases

estacionarias de liquidos iénicos en cromatografia de gases.

El uso de columnas de liquidos idnicos, que presentan diferentes
polaridades, puede facilitar la separaciéon cromatografica de compuestos
dificilmente separables mediante el uso de columnas convencionales con baja

polaridad.

En el trabajo incluido en esta memoria se han evaluado cuatro columnas
capilares de liquidos i6nicos para la separacién de clorobencenos. La columna
SLB-IL100 da lugar a una pobre separacién de los compuestos, mientras que
la SLB-IL59 y la SLB-IL61 sufrieron un importante proceso de degradacién

que provocaba la pérdida de resolucién. La columna mds adecuada y que
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mejor permite la separacién y cuantificacién de los clorobencenos es la SLB-
IL82, ya que es la que proporciona los mejores valores de resoluciéon y factor
de asimetria. La comparacién de esta columna de liquido idnico con la
columna convencional HP5, muestra que el perfil de elucion es diferente y
que la columna SLB-IL82 proporciona una mejor separaciéon de los
compuestos, siendo ésta, por tanto, la seleccionada para la propuesta de un

método analitico para la determinacion de clorobencenos en suelos.

» Acoplamiento de la derivatizacién y extraccién in situ con la técnica

MEPS para la preconcentracién y determinacién de clorofenoles.

A diferencia de la mayorfa de las metodologias propuestas para la
determinacion de clorofenoles en suelos en las que primero se realiza la
extraccion de los clorofenoles del suelo y posteriormente se lleva a cabo la
derivatizacién de los mismos, en la metodologia propuesta en esta memoria
se realiza la derivatizacién de los clorofenoles directamente en el suelo y se
extraen del suelo los compuestos ya derivatizados. Ademads de reducir el
tiempo empleado en el pretratamiento de muestra al realizar la
derivatizacién y extracciéon en un solo paso, el poder llevar a cabo la
derivatizacién en medio acuoso facilita en gran medida su acoplamiento con
MEPS, puesto que se dispone directamente y sin necesidad de ninguna etapa
adicional, de un extracto acuoso con los compuestos derivatizados listo para

ser sometido al proceso MEPS.

La técnica MEPS reduce, por un lado, el volumen de muestra necesario
para llevar a cabo la preconcentracion de los analitos, frente a los utilizados

en otras técnicas de extraccion y, por otro, el volumen de disolvente organico
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con el que se lleva a cabo la elucién de los compuestos retenidos. Ademas, la
utilizacién del MEPS automadtico acoplado en linea con el cromatédgrafo de
gases permite realizar el proceso de forma automatica, lo que supone un

considerable ahorro de tiempo de analisis.

La estrategia propuesta consiste, por tanto, en dos partes. La primera es
una etapa manual en la que se lleva a cabo la derivatizacién y extraccién in
situ de los clorofenoles de las muestras de suelos en un solo paso. La segunda
se trata de un procedimiento totalmente automadtico en el que el vial con el
extracto acuoso obtenido de la etapa anterior se coloca en el automuestrador
del equipo y se lleva a cabo la preconcentracién y andlisis de los compuestos
mediante MEPS-PTV-GC-MS. Este acoplamiento, por tanto, simplifica
enormemente el tratamiento de muestra y reduce tanto el consumo de

reactivos como el tiempo de andlisis.

» Acoplamiento de la derivatizacién con la generacién de espacio de cabeza

para la determinacién de aminodcidos.

La utilizacién de la reaccién de derivatizacién de aminoacidos con
cloroformiato de etilo en el propio vial de generacién de espacio de cabeza ha
demostrado ser una alternativa eficaz para el aumento de sensibilidad en el

acoplamiento HS-GC.

Con la utilizacién de este tipo de reacciones, en las cuales se generan
derivados mas voldtiles que los analitos originales, se puede ampliar el grupo
de compuestos que pueden ser analizados por HS, incluyendo aquellos que,
en principio, no podrian serlo, como consecuencia de su baja volatilidad.

Ademas, al reducir la polaridad de los analitos, se produce una mejora de las
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caracteristicas cromatograficas, tales como reproducibilidad, sensibilidad y

morfologia de pico.

La utilizacién de esta configuracién instrumental tiene la ventaja de que,
desde la mezcla de los reactivos en el vial de HS, todo el proceso tiene lugar
en continuo, con la consecuente reduccién de errores asociados a la
manipulacién de muestra. Ademas, este acoplamiento permite eliminar el
uso de disolventes o de otros tratamientos para extraer los compuestos

derivatizados de la matriz antes de su inyeccién en GC.

» Utilizacién de la técnica de generacién de espacio de cabeza para la

determinacién de compuestos volatiles en orina.

Se han comprobado las ventajas que supone la utilizacién de la técnica
de pretratamiento de muestra de generacién de espacio de cabeza para el
andlisis de compuestos voldtiles en muestras de orina, como la facilidad de
preparacién de muestra y la facilidad de implementacién y automatizacion.
Esta técnica permite el andlisis de compuestos de interés presentes en estas
matrices separandolos de otros compuestos interferentes no voldtiles sin

tener que recurrir a etapas de pretratamiento adicionales.

Se ha propuesto una metodologia para la determinacién en muestras de
orina de compuestos voldtiles con diferentes grupos funcionales y
volatilidades descritos como posibles biomarcadores, que utiliza la
generacion de espacio de cabeza estdtico como técnica de pretratamiento y
en la que no se lleva a cabo ninguna etapa de preconcentracién adicional.
Esto hace que el procedimiento final sea simple y rdpido, lo que, unido a la

capacidad de determinar conjuntamente compuestos de diferentes familias
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quimicas y volatilidades, hace de este método una estrategia adecuada para
futuros estudios en los que se analicen un gran numero de muestras y que
lleven al descubrimiento de nuevos biomarcadores o a la confirmacién de la

utilidad de aquellos ya descritos.
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Introduction

The presented Doctoral Thesis focuses on the development of
analytical methodologies based on the use of gas chromatography (GC) as
separation technique and directed to achieving a significant reduction of the
effort needed to perform the sample treatment step with the purpose of
minimizing costs and analysis time and reducing errors associated to this step

of the analytical process.

The Doctoral Thesis consists of two parts, both dedicated to the
development of different methodologies that meet the characteristics above
described but differ in the type of matrix of study. The first part is dedicated

to soil matrices and the second one to biological matrices.

The first part focuses on the development of analytical
methodologies for the determination of contaminants present in soil
samples, in particular chlorobenzenes and chlorophenols, while the second
part focuses on the development of rapid and simple methodologies for the
detection and quantification of compounds of biological interest in urine,

such as amino acids and some compounds described as possible biomarkers.
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Given the diversity of the type of matrices and of the nature of the
compounds studied, the optimization and development of rapid analytical
methods for their determination entails employing a variety of sample

pretreatment techniques.

The first work included in the thesis approaches the determination
of chlorobenzenes in soils. Their extraction of the matrix by means of
simplified quick, easy, cheap, effective, rugged and safe (QuEChERS)
extraction already reported [1] is optimized. This simplified version of the
QuEChERS method eliminates the dispersive solid phase extraction (d-SPE)
cleanup step after extraction due to the nonfatty characteristics of soil
matrices. In addition, in this work, an evaluation of the behavior of the new
capillary columns with stationary phases of ionic liquids (ILs) for the
chromatographic separation of chlorobenzenes is carried out. Research on
ionic liquids (organic salts with low melting points) has experienced a great
increase in recent years and some of their special characteristics [2] such as
low volatility, stability to high temperature, absence of hydroxyl groups and
the possibility of synthesizing them with the desired selectivity have made
them interesting for their study as stationary phases in gas chromatography.
The ILs columns used in this work were supplied by Supelco through Sigma-
Aldrich within the SILEP (Supelco Ionic Liquid Evaluation Program)

international project.

For the determination of chlorophenols in soils, automated
microextraction by packed sorbent (MEPS) is used to preconcentrate the
compounds. MEPS is a developed technique that arises from the attempt to

speed up and make more efficient the solid-phase extraction (SPE) [3,4]. It is
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a sorption-based separation technique for sample preparation based on the
miniaturization and automation of conventional SPE in which a sorbent
packed material (ca. 1-4 mg) is placed at the top of a syringe needle. This
technique not only reduces the consumption of organic solvents but also

allows reusing the MEPS cartridges a large number of times [5].

In gas chromatography, the derivatization reactions are used
extensively for the improvement of the chromatographic characteristics of
some compounds. This is the case of chlorophenols studied in this work, for
which an acylation reaction with acetic anhydride in basic medium directly
in the soil sample is used. This derivatization in aqueous medium is a great

advantage when MEPS is used after it.

Biological samples are a valuable information source on the health
status of an individual since the presence of certain organic compounds in
them is related to some basic cellular functions [6]. For this reason, the
development of new analytical methods for the determination of compounds
in biological samples, as is performed in the second part of the thesis,
constitutes a necessary and interesting line of study not only for the research
and discovery of new biomarkers [7,8] that can be used for the early
detection of some diseases, but also as a tool to evaluate the usefulness of the

ones previously proposed.

In the first work of this second part of the thesis, in which a method
for the determination on amino acids in urine samples is proposed, a
derivatization reaction is used again. In this case ethyl chloroformate (ECF)
is employed as derivatization reagent of amino acids. This derivatization

reaction is coupled to headspace sampling (HS), so that the volatile



256 SUMMARY IN ENGLISH

derivatized compounds are injected directly into the chromatographic
system without the need to carry out additional treatments to extract them

from the matrix.

In the second work of this part of the thesis, the headspace sampling
is still used as a pretreatment technique for the determination in urine
samples of compounds belonging to different chemical families and with
different volatilities that have been described as possible biomarkers. This
technique of headspace generation for the analysis of volatile biomarkers in
biological matrices not only minimizes the treatment required by this type
of samples [9] but also allows the automation of the process, and reduces the
interference of non-volatile compounds present in complex matrices [10].
Thus, a fast, simple and sensitive method capable of determining compounds
with different functional groups and that can be applied to the analysis of a
large number of samples for the discovery and confirmation of biomarkers is

achieved.

Objectives and working hypothesis

The general and main objective of this Doctoral Thesis is to develop
rapid analytical methodologies that simplify the sample treatment and allow
the determination and quantification of different compounds of biological

and environmental interest in different types of matrices.

The specific objectives for the first part of the thesis dedicated to the

determination of contaminant in soils are fundamentally:
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» The study of the potential advantages of the new ionic liquid

stationary phases for the determination of chlorobenzenes.

» The study of the analytical possibilities of the coupling of in situ
derivatization and extraction with MEPS for the preconcentration

and determination of chlorophenols.
The hypotheses laid out in this first part are:

= The first one, that the simplified version of QuEChERS allows

the extraction of chlorobenzenes from soil samples.

* The second one, that new ionic liquid stationary phases, more
polar than conventional ones, allow adequate separation of
chlorobenzenes, considering that the chromatographic
characteristics will differ depending on the ionic liquid that

constitutes the stationary phase.

= The third one, that the derivatization and extraction of

chlorophenols can be carried out in situ in the soil samples.

= The fourth one, that the microextraction technique MEPS
allows the preconcentration of chlorophenols once all the

variables involved in it have been optimized.

= The fifth one, that the coupling of the in situ derivatization and
extraction with MEPS for the determination of chlorophenols is

feasible.
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The specific objectives of the second part dedicated to biological

matrices are:

>

The development of a series of rapid, sensitive and efficient
analytical methodologies applicable to the determination and
quantification in urine samples of some compounds described as

biomarkers.

The study of the headspace technique for the determination of

volatile compounds in urine samples.

The study of the coupling of the derivatization with the

headspace technique for the determination of amino acids.

In this part, the hypotheses laid out are:

The first one, that the derivatization of amino acids can be

carried out in the urine samples.

The second one, that the coupling of the derivatization with the
headspace technique for the determination of amino acids is

feasible.

The third one, that the headspace generation technique (HS) is
suitable for the determination of volatile compounds in urine as
it reduces the treatment to which the sample should be
subjected and eliminates many non-volatile interfering

compounds present in this type of matrices.
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Conclusions

In the present Doctoral Thesis, new analytical methodologies have
been proposed, aimed at achieving a significant reduction on the effort
necessary to carry out the sample treatment step, as well as at minimizing
costs and analysis time and diminishing errors associated with this stage of

the analytical process.

To study the possibilities of these new methodologies, different
analytical methods for the determination of compounds of biological and

environmental interest in different matrices have been developed.

The main conclusions are outlined below. Some are general
conclusions and others are particular ones of the different applications

developed.

» Study of the potential of capillary columns with ionic liquids as

stationary phases in gas chromatography.

The use of columns with stationary phases of ionic liquids that present

different polarities can facilitate the chromatographic separation of
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compounds that are difficult to separate using conventional low polarity

columns.

In the work included in this Doctoral Thesis, four capillary columns of
ionic liquids have been evaluated for the separation of chlorobenzenes. The
SLB-IL100 column does not afford an appropriate separation of the
compounds, whereas SLB-IL59 and SLB-IL61 undergo an important
degradation process leading to a significant loss of resolution. The most
suitable column for their separation and quantification is the SLB-IL82, since
it provides the best values of resolution and asymmetry factor. The
comparison of this ionic liquids column with the conventional HP5 column
shows that the elution profile is different and that the SLB-IL82 column
provides better separation of the compounds. Therefore, this last column was
selected to propose an analytical method for the determination of

chlorobenzenes in soil samples.

» Coupling of in situ derivatization and extraction with the MEPS

technique for the preconcentration and determination of chlorophenols.

Unlike most of the methodologies proposed for the determination of
chlorophenols in soils in which the extraction of chlorophenols is carried out
first and then their derivatization is performed, in the methodology
proposed herein the derivatization of chlorophenols is carried out directly in
the soil and the already derivatized compounds are extracted from the soil.
In addition to reducing the sample pretreatment time by performing
derivatization and extraction in a single step, carrying out the derivatization
in aqueous media greatly facilitates its coupling with MEPS, since an

aqueous extract with the derivatized compounds ready to be subjected to the
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MEPS process is available directly, and without the need of any additional

step.

The MEPS technique reduces, firstly, the sample volume necessary to
carry out preconcentration of analytes compared with those used in other
extraction techniques and, secondly, the volume of organic solvent that is
used for the elution of the retained compounds. Moreover, the use of
automated MEPS coupled on-line with gas chromatography allows the

process to be automated, which means a considerable saving of analysis time.

The proposed strategy, therefore, consists of two parts. The first one is a
manual step in which the in situ derivatization and extraction of
chlorophenols from the soil sample are carried out. The second is a
completely automated procedure in which the vial with the aqueous extract
obtained from the previous step is placed in the autosampler and the
preconcentration and analysis of the compounds are carried out by means of
MEPS-PTV-GC-MS. This coupling of in situ derivatization and extraction
with MEPS greatly simplifies sample treatment and reduces both reagent

consumption and analysis time.

» Coupling of the derivatization with the headspace sampling technique for

the determination of amino acids.

The use of the amino acid derivatization reaction with ethyl
chloroformate in the headspace vial has proved to be an effective alternative

for increased sensitivity in HS-GC analysis.

With the use of this type of reactions in which compounds more

volatile than the original analytes are generated, the group of compounds
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that can be analyzed by HS can be extended to low volatility compounds
which initially could not be transferred to the headspace. Additionally, with
the formation of less polar compounds, an improvement of the
chromatographic characteristics (such as reproducibility, sensibility and peak

shape) is observed.

This instrumental configuration has the advantage that, as from the
mixing of the reagents in the HS vial, the whole process takes place on-line,
with the consequent reduction in errors associated with sample
manipulation. Furthermore, this coupling allows eliminating the use of
solvents or additional pretreatments to isolate the derivatives from the

matrix before their injection in the GC system.

» Use of headspace sampling technique for the determination of volatile

compounds in urine samples.

The advantages of the use of headspace sampling as pretreatment
technique for the analysis of volatile compounds in urine samples, such as
ease of sample preparation and ease of implementation and automation, have
been checked. This technique allows the analysis of the compounds of
interest in this matrix by separating them from other non-volatile
interfering compounds without having to resort to additional pretreatment

steps.

Specifically, a methodology wusing the headspace sampling as
pretreatment technique of urine samples and in which no additional
preconcentration step is used has been proposed for the determination of

possible biomarkers with different functional groups and volatility. The final
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procedure is simple and fast and allows determining jointly compounds from
different chemical families. These characteristics make this method an
appropriate strategy for further studies in which a large number of samples
can be analyzed and can lead to the discovery of new biomarkers or to the

confirmation of the usefulness of the ones previously described.
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