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Resumen

Resumen

El analisis por dilucién isotépica y espectrometria de masas (IDMS) es
reconocido como una de las técnicas mas potentes para obtener resultados
altamente fiables y de gran calidad metrolégica en el campo de la quimica
analitica. IDMS destaca como la forma de cuantificacién mas adecuada ante
determinaciones realizadas en matrices de alta complejidad, siendo por ello
ampliamente utilizado durante el acoplamiento de las técnicas de
cromatografia a la espectrometria de masas. Ademas IDMS también permite
corregir variaciones de la sefal en el detector asi como las interconversiones o
pérdidas de analito durante todo el tratamiento de muestra. IDMS permite, por
tanto, corregir problemas que pueden aparecer a lo largo de todo el proceso

analitico.

La presente tesis versa sobre el desarrollo de metodologia analitica basada en
IDMS haciendo uso de la herramienta matematica de Deconvolucion de Perfiles
Isotopicos (IPD) para la cuantificacion de los analitos. A pesar de que este tipo
de cuantificacion evita el uso de curvas de calibrado metodoldgico y permite el
solapamiento espectral entre compuestos de composicion natural y
enriquecidos, su aplicacién en métodos de rutina todavia se encuentra en
pleno desarrollo. La técnica IPD permite la cuantificacién mediante una sola

inyeccion, reduciendo de forma considerable el tiempo total de analisis.

En todas las metodologias desarrolladas a lo largo de esta tesis se ha hecho uso
del acoplamiento de la cromatografia liquida a la espectrometria de masas, ya
sea simple o en tdndem. Para ello se han seleccionado distintas combinaciones
matriz-analito en determinaciones con conocida dificultad analitica, tanto de

naturaleza inorgdnica como orgéanica.

El trabajo realizado se ha estructurado en tres bloques. En el primero, se ha
desarrollado un método para la cuantificaciéon de cromo hexavalente (Cr(VI))

en suelos y otras muestras sdlidas de indole medioambiental, mediante



cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas con plasma de
acoplamiento inductivo (LC-ICP-MS). El segundo bloque se centra en la
determinacién de alquilfenoles (nonilfenol y octilfenol) y del bisfenol A en
distintas muestras de agua. Para asegurar la ausencia de efectos isotépicos, o
distinto comportamiento entre compuestos naturales y sus analogos marcados
isotdpicamente, se han sintetizado sus correspondientes patrones internos con
un solo carbono-13: el 13C;-nonilfenol y el 13Cq-octilfenol. Para finalizar, en el
ultimo bloque se ha evaluado el efecto matriz en las cuantificaciones mediante
LC-MS. Se ha utilizado como caso de estudio la determinaciéon de micotoxinas
en piensos y especias, matrices con conocido efecto matriz y se han ensayado

diversas formas de calibrado que lo corrigen, entre ellas IPD.

Tal y como se ha comentado anteriormente, el primer bloque incluye el
desarrollo de un método para la correcta determinacion de Cr(VI) en muestras
so6lidas medioambientales, principalmente suelos. Para ello se utilizaron dos
trazadores isotopicos, el 50Cr(VI) y el 53Cr(IlI), con el propésito de poder
estudiar y corregir las interconversiones entre ambas especies. El grueso de la
investigaciéon fue la optimizaciéon de la etapa de extraccién. Se alcanzaron
resultados cuantitativos para el Cr(VI) en sélo 10 minutos mediante
microondas focalizadas, utilizando como extractante una soluciéon 50 mmol/L
de acido etiliendiaminotetraacétido (EDTA) a pH 10. El tratamiento de muestra
fue simplificado respecto a trabajos anteriores ya que una diluciéon 1:10 de la
solucién anterior fue empleada como fase mévil y el Cr(Ill) fue estabilizado.
Ademas, la formacion de Cr(III)-EDTA- permiti6 separar el Cr(III)
cromatograficamente del Cr(VI) (presente como Cr0O4%) mediante
cromatografia de intercambio aniénico. Para garantizar los resultados
obtenidos el estudio fue realizado sobre los materiales de referencia
certificados NIST 2700 y NIST 2701 (suelos contaminados por Cr(VI) a dos
niveles de concentracién). La metodologia propuesta evita la oxidacion del
Cr(Il) en los dos materiales de referencia estudiados, no siendo por tanto
necesario el uso de dos trazadores y pudiéndose emplear sélo el de Cr(VI) en

futuras aplicaciones del método optimizado.
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Tras aplicar la metodologia de IPD en su contexto habitual, el analisis
elemental, a partir del segundo bloque se inicia su aplicacién al campo de

analisis de compuestos organicos.

Asi, el segundo bloque se enmarca en el campo de los compuestos disruptores
endocrinos a través de su cuantification en aguas mediante IDMS e IPD. Para
ello, en un primer momento se llevd acabo la sintesis, caracterizacion y
aplicacion de trazadores enriquecidos isotdpicamente con un solo 13C, con el
objetivo de asegurar la ausencia de efectos isotdpicos. A tal efecto, el 13Ci-
nonilfenol fue sintetizado en un primer trabajo y el !3Ci-octilfenol en el
segundo trabajo, en el que fueron utilizados conjuntamente. En un tercer
trabajo se utilizaron los dos compuestos anteriores junto al 13Cq2-bisfenol A,
para cuantificar a sus analogos de composicién isotopica natural. Estos tres
trabajos tienen en comun el uso de la cromatografia liquida de ultra alta
resolucién, acoplada a la espectrometria de masas en tandem (UHPLC-MS/MS
(QqQ)) para llevar a cabo la cuantificacién de los compuestos. Los analitos
seleccionados, los alquilfenoles y el bisfenol A, fueron determinados en aguas
embotelladas, residuales y superficiales. Cabe destacar las estrictas medidas
necesarias para evitar la contaminaciéon durante el tratamiento de muestra y

analisis, sobre todo en el caso del nonilfenol.

En el primer trabajo de este bloque, el isdmero sintetizado, el 13C;-4-(3,6-
dimetil-3-heptil)fenol (13C;-NP), se utilizé para cuantificar la mezcla técnica de
nonilfenol en aguas, tras una extraccién previa y preconcentracién mediante
cartuchos de extraccion en fase sélida (SPE). La cuantificacién basada en IPD y
marcaje isotopico minimo fue comparada con el uso de un patrén interno
habitual en este tipo de andlisis, la forma lineal de nonilfenol (n-nonilfenol).
Las cuantificaciones realizadas con el patrén interno n-nonilfenol aportaron
resultados significativamente superiores a los reales. Sin embargo, los valores
para los ensayos de recuperacion por IPD con 13C;-NP estuvieron entre el 83 y

el 108% con coeficientes de variacion entre el 1.5 y el 9%.



En el segundo trabajo de este bloque se utilizaron ambos trazadores isot6picos
sintetizados, el 13C1-NP y el 13Cq-4-tertoctilfenol (13C1-OP). A diferencia del
trabajo anterior, se aposté por una técnica de extraccion mas novedosa, la
microextraccion en fase liquida utilizando fibras huecas como soporte de la
fase aceptora (HF-LPME). Tras la optimizacion, la extraccion se realizé durante
30 minutos, utilizando octanol como fase aceptora de los analitos. En
comparacion con otras técnicas como la SPE, la HF-LPME reduce los costes por
extraccion a unos pocos céntimos por fibra y el volumen de disolventes
organicos necesario a unos pocos microlitros. Durante su validacion, se
alcanzaron limites de cuantificacion de 0,1 pug/L y recuperaciones entre el 97 y

el 109% para ambos compuestos.

En el ultimo trabajo incluido en este bloque se desarrollaron dos métodos de
extraccion para la determinacién conjunta de bisfenol A (BPA), octilfenol y
nonilfenol en aguas de consumo y medioambientales. En este caso, el andlogo
marcado utilizado fue el 13C12-BPA, adquirido de forma comercial. Por una
parte, se optimizo la extraccién por SPE utilizando cartuchos de tipo C18. Por
otra, se optimiz6 la extraccion mediante el uso de HF-LPME. Ambas
metodologias fueron comparadas en términos de precision, coste, facilidad de
uso, tiempo y uso de disolventes. Como en trabajos anteriores, los limites de
cuantificacién para los alquilfenoles alcanzados fueron 0,1 pg/L mientras que
el caso del bisphenol tuvo que ser elevado a 0,5 pg/L por cuestiones de

sensibilidad y precisiéon durante las medidas.

El tercer y ultimo bloque aborda el problema del efecto matriz en el andlisis de
micotoxinas mediante fuente de ionizacién electrospray en determinaciones
por LC-MS/MS. Para ello, se extiende la cuantificacion por IPD hasta 9
micotoxinas, ya que sus anadlogos marcados isotépicamente con todos los 12C
sustituidos por 13C se encontraban disponibles de forma comercial. El estudio
fue llevado a cabo en matrices con alta complejidad, incluyendo especias y
piensos. En una primera aproximacion se estudi6é la correccion del efecto

matriz mediante la monitorizaciéon continua de un compuesto introducido de
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forma constante junto a la fase movil, aunque sin obtener resultados
satisfactorios. También se estudio el efecto matriz mediante la fortificacién de
los extractos tras la etapa de extraccion. En una segunda parte del estudio se
realizé de forma simultdnea la cuantificacion mediante 5 aproximaciones
distintas: adiciones estandar con un punto y con calibrado, calibrado utilizando
patrones internos marcados isotépicamente, asi como dos formas de calcular
con un solo punto las concentraciones: IPD y el calibrado interno isotépico
(OPIC). En general, los valores de recuperaciones fueron adecuados en todas
las aproximaciones excepto en los casos de IPD y OPIC para las fumonisinas y
de adiciones estandar con un solo punto si la adicién era demasiado préxima a
la concentracidn de la muestra. Se observé que en el caso de que los patrones
internos marcados isotépicamente no estuvieran disponibles, el uso de
adiciones estdndar a un solo nivel, suficientemente elevado dentro de un

rango, ofrecia los mejores resultados.
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Summary

ANALYTICAL METHOD DEVELOPMENT FOR THE DETERMINATION OF
CONTAMINANTS BASED ON ISOTOPE PATTERN DECONVOLUTION
CALCULATIONS

Nowadays, Isotope Dilution Mass Spectrometry (IDMS) stands out as one of the
most powerful techniques in analytical chemistry for achieving results both
reliable and with the highest metrological quality. When dealing with
determinations in highly complex matrices, IDMS is the best approach to
correct for uncontrolled signal modifications during detection. As a
consequence, the use of isotope-labeled standards has been spread out when
coupling liquid chromatography to mass spectrometry. Besides, this technique

is also able to compensate for analytes losses and allows the correction
forspecies interconversion reactions during all the analytical procedure.

The present Doctoral Thesis is focused on the development of new analytical
methodologies based on IDMS and Isotope Pattern Deconvolution (IPD)
calculations for the accurate quantification of a wide range of analytes. IPD
quantification tool allows quantification without resorting to a methodological
calibration graph. Besides, IPD is able to overcome mass spectrum overlapping
between labeled and unlabeled compounds. In other words, IPD permits
quantification by one injection-one result, reducing considerably the total
analysis time. Despite all this facts, there is still scarce methodology based on

IPD for its application in routine laboratories.

All methodologies included in this document combine liquid chromatography
separations with mass spectrometry detection, with single or tandem

quadrupole mass analyserzs. To that end, a wide variety of challenging matrix-



analyte combinations have been studied, including organic and inorganic

substances.

The procedures developed are distributed in three parts. Firstly, a method for
the determination of hexavalent chromium (Cr (VI)) in soils and other
environmental solids has been developed. The corresponding quantification of
Cr (VI) was carried out by liquid chromatography coupled to inductively
coupled plasma mass spectrometry (LC-ICP-MS). In the second part,
methodology for quantifying endocrine disrupting compounds in water
samples was developed, including alkylphenols (octylphenol and nonylphenol)
and bisphenol A. Given the fact that isotope effects between the natural and the
labeled compounds may exist, single-labeled internal standards for
alkylphenols were synthesized (13Ci-nonylphenol and 13C;-octylphenol). In the
last part, a thorough study of matrix effect in LC-MS based quantifications is
included. As a case study, the determination of mycotoxins in food and feed has
been selected due to their known matrix effect. Also, different calibration

approaches have been tested, including IPD calculations.

As stated before, the first part of this document concerns the accurate and fast
determination of Cr (VI) in solid samples. In order to correct for
interconversions between chromium species during sample treatment, a
double spike solution was employed with 50Cr (VI) and 53Cr (III). The major
part of optimization in this work was related to obtain a quantitative
extraction with low interconversion rates by microwave assisted extraction.
Optimum conditions were achieved in 10 minutes by means of focused
microwave assisted extraction using 50 mmol/L ethylendiamintetraacetic acid
(EDTA) at pH 10 as extractant. These conditions simplifies previous
procedures since a ten-fold dilution of the extractant solution is employed also
as mobile phase and Cr(IllI) and EDTA also stabilizes Cr(IlI) forms.
Furthermore chromatographic separation of Cr(VI) (as Cr04%) from Cr(III) by
anionic exchange was possible thanks to the occurrence of complex Cr(III)-

EDTA-. Lastly, the developed methodology was validated and has been shown



Summary

to quantitatively extract all forms of hexavalent chromium from the standard
reference materials (SRM) candidate NIST 2700 and NIST 2701 (Hexavalent
chromium in contaminated soil, low and high level). Thus, the use of a double
spiking strategy for quantification is no longer required and a single spike
IDMS procedure using isotopically enriched Cr(VI) can be employed in future

applications.

After the application of IPD calculations in elemental speciation, maybe its
most studied area, in the second and subsequent parts of this document the

study is orientated to the field of organic analytical chemistry.

On the basis of endocrine disrupting compounds analysis, the second part of
this Doctoral Thesis deals with IDMS and IPD quantifications in water samples.
To that end, two singly 13C-labelled alkylphenols were synthesized prepared
in-house, characterized and used for quantification purposes. In the first
method, 13Ci-nonylphenol was used for quantification purposes while both this
compound and 13Cq-octylphenol where used in the second method developed.
The second part of this Doctoral Thesis ends with a third method developed for
the analysis of the sought alkylphenols and bisphenol A, by means of 13Cq»-
bisphenol A. All three procedures relied on liquid chromatography and tandem
mass spectrometry (LC-MS/MS) with triple quadrupole (QgQ) in bottled water,
surface water and were studied in drinking water, surface water and
wastewater. It is worth stressing that strict measures were taken to avoid and
decrease contamination during sample treatment, especially in the case of

nonylphenol.

In the first method of the second part of this Doctoral Thesis, the labeled
nonylphenol isomer 13C;-4-(3, 6-dimethyl-3-heptyl) phenol (13C1-NP) was used
for the determination of 4-nonylphenol (technical mixture) in complex
matrices such as water samples. Given the low levels of NP in water samples, a
pre-treatment by means of solid phase extraction (SPE) was carried out.

Quantification based on IPD and minimal labeling compounds was compared



with the most usual classical calibration procedure using 4-n-nonylphenol as
internal standard. A considerable overestimation was obtained with the linear
standard. On the contrary, recoveries within 83-108% and coefficients of
variation ranging from 1.5% to 9% were obtained with 13C;-NP and IPD

calculations.

The second procedure dealt with the simultaneous determination of
octylphenol (OP) and nonylphenol (NP). For this purpose, a new isotopically
labeled compound was synthesized, 13C1-OP, and used together with 13C;-NP.
Contrary to the previous developed methodology, a non-conventional
extraction procedure is proposed, hollow fiber liquid phase microextraction
(HF-LPME). The best extraction conditions were achieved with octanol as
acceptor phase after a 30-min extraction. Compared with traditional extraction
procedures such as SPE, HF-LPME reduces drastically the time and extraction
costs as well as the total solvent consumption. Regarding validation, the lowest
validated level for both compounds was 0.1 pg/L and recoveries within 97-

109% were achieved.

To conclude this part, two different methodologies have been developed and
validated for the determination of bisphenol A (BPA), t-octylphenol (OP) and
the technical mixture of nonylphenol (NP) in water samples. In contrast to the
the other developed methodologies, the isotopically labeled analogue for BPA
was acquired in its commercially available form, 13C;12-BPA. Two extraction
methodologies were optimized for the three compounds: SPE using C18 glass
cartridges and HF-LPME. Both extraction procedures were compared in terms
of accuracy, cost, time, solvent comptumtion and difficulty of manipulation. In
line with previous works, the limits of quantification achieved for alkylphenols

were 0.1 pg/L and 0.5 pg/L for BPA due to its lower sensitivity.
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Finally, in the third part of this document, the matrix effect (ME) issue in
electrospray sources in LC-MS systems is addressed during the determination
of mycotoxins. For this purpose, quantification by different methodologies is
extended to 9 mycotoxins, since their uniformly [!3C]-labelled (U-labelled)
analogues were available. The present study was carried out in complex
matrices, including feed and spices. In a first approach the quantitative
correction of ME was studied by monitoring the signal of a compound (added
to the mobile phase) during the entire chromatographic run, but without
success. Alternatively, ME was measured by post-extraction addition. Also, five
different calibration approaches to compensate for matrix effects were
compared: multi-level external calibration using isotopically labelled internal
standards, multi-level and single level standard addition, and two ways of
single-point internal calibration: one point isotopic internal calibration (OPIC)
and isotope pattern deconvolution. It was concluded that if no isotopically
labeled standards are available, one-level standard additions was the most

efficient option.
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ppm Partes por millon

PTFE Politetrafluoroetileno

PVC Policloruro de vinilo

Q Analizador de iones cuadrupolar o cuadrupolo

QqQ Analizador de tripe cuadrupolo

RMN Resonancia magnética nuclear

RPLC Cromatografia liquida de fase inversa

SBSE Extraccidén por sorcién con barras magnéticas agitadoras
SDME Microextraccion en gota

SFE Extraccién con fluidos supercriticos

SIM Monitorizacion selectiva de iones

SPE Extraccion en fase sélida

SRM Monitorizacién de la transicion seleccionada

SSIDMS Espectrometria de masas de dilucién isotépica especifica en cuanto a la especie

T2 Téxina T-2



TCLP
TIMS
TLC
TOF
UHPLC
USGS
uv
WHO
ZEA

Procedimiento de lixiviacién caracteristica de la toxicidad
Espectrometria de masas con fuente de ionizacién térmica
Cromatografia en capa fina

Detector de tiempo de vuelo

Cromatografia liquida de ultra alta resoluciéon

Servicio Geoldgico de los Estados Unidos

Ultravioleta

Organizaciéon mundial de la salud

Zearalenona
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Objetivos y plan de trabajo

Objetivos

El principal objetivo de la presente Tesis doctoral ha sido el desarrollo de
nueva metodologia analitica basada en la cuantificacibn mediante
espectrometria de masas de dilucion isotépica (IDMS) y en el procedimiento de
calculo de deconvolucion de perfiles isotépicos (IPD). Para ello, se ha hecho
uso del acoplamiento entre la cromatografia liquida y la espectrometria de
masas tanto atomica como molecular. Este objetivo principal se puede

desglosar en los siguientes objetivos especificos:
-Determinacién de especies de cromo:

1. Desarrollar un método para la extraccién de Cr(IlI) y Cr(VI) en muestras
solidas medioambientales empleando como disolucién extractora medio
basico y agentes complejantes.

2. Puesta a punto de un método de separacion y deteccion de Cr(IlI) y Cr(VI)
por cromatografia liquida de intercambio aniénico y deteccién mediante
ICP-MS.

3. Validacion de la metodologia desarrollada mediante el uso de materiales de
referencia  certificados y ensayos con diferentes muestras
medioambientales.

4. Cuantificar mediante la técnica de diluciéon isotdpica especifica,
concretamente con la aproximacion matematica de deconvolucion de
perfiles isotopicos, y comprobar su validez en la correccion de las posibles

interconversiones que puedan ocurrir.

-Determinacién de disruptores endocrinos

5. Desarrollar nuevos métodos LC-MS/MS basados en IDMS y calculos IPD
para la determinacién de compuestos organicos emergentes seleccionados
usando patrones marcados con 13C.

6. Sintetizar y caracterizar algunos compuestos organicos seleccionados

marcados con 13C.



7.

0.

10.

11.

Estudiar el problema del efecto matriz para los compuestos seleccionados
en muestras complejas, incluyendo agua residual. Asimismo, estudiar la
eficacia en su eliminaciéon mediante el uso de los patrones marcados y la
presencia o no de efecto isotopico.

Desarrollar y optimizar distintos métodos de extraccién para los
compuestos seleccionados en muestras de agua.

Validar los métodos desarrollados para los analitos seleccionados
mediante ensayos de fortificacién de muestras de agua de consumo y
medioambientales (agua residual antes y después de la depuracion, aguas
de consumo y aguas superficiales).

Desarrollar métodos de calculo y cuantificaciéon automatizados basados en
hojas de calculo facilmente adaptables a las condiciones de trabajo de
cualquier laboratorio de analisis de rutina.

Comparar las caracteristicas analiticas de los nuevos métodos

desarrollados con los métodos de cuantificacion tradicionales.

-Determinacion de micotoxinas

12.

13.

14.

Adaptar métodos previamente desarrollados para la determinaciéon de
micotoxinas en alimentos mediante IDMS convencional y LC-MS/MS a la
metodologia de calculo basada en IPD.

Estudiar la magnitud del efecto matriz asociado a la ionizacién por
electrospray mediante distintas aproximaciones.

Comparar distintas estrategias de cuantificacién en la determinacién de

micotoxinas en alimentos y piensos.
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Plan de trabajo

El plan de trabajo seguido para llevar a cabo los objetivos establecidos en la

presente tesis se pueden resumir del siguiente modo:
-Determinacién de especies de cromo:

1. Revision bibliografica sobre los métodos de analisis existentes para estos
compuestos mediante la técnica de IC-ICP-MS.

2. Desarrollo y optimizacién de la deteccion mediante ICP-MS, asi como del
método de separacién por intercambio aniénico. Comprobacién del efecto
sobre la cromatografia de la matriz introducida en diferentes medios
extractores-complejantes.

3. Evaluacién de distintos extractantes y condiciones dptimas para la
extraccion de las distintas especies de cromo, basados en disoluciones
extractoras basicas y reactivos complejantes.

4. Aplicacidn de la cuantificacién mediante IPD y validacion de la metodologia

con materiales de referencia.

-Determinacién de disruptores endocrinos

5. Realizacién de una consulta bibliografica para la seleccion de los
compuestos objeto de estudio en base a algunos de los siguientes criterios:
legalmente controlados, emergentes, determinables mediante HPLC-ESI-
MS/MS, disponibilidad de patrones marcados isotépicamente, toxicidad
para humanos y/o medio ambiente, uso o presencia conocida de estos
compuestos en el medio ambiente.

6. Desarrollo de rutas de sintesis para obtener nuevos compuestos con un
solo 13C. Esta etapa implica obtener rutas de sintesis con el menor nimero
de etapas posible, asi como la sintesis y la caracterizacién exhaustiva de los

compuestos obtenidos.



7. Optimizacién de las condiciones de MS/MS y de la separacion
cromatografica para los compuestos objeto de estudio.

8. Desarrollo de las ecuaciones de deconvolucién de perfiles isotépicos para
espectrometria de masas en tdndem (QqQ) aplicada a los diferentes
compuestos.

9. Estudio del patréon de fragmentacion de los compuestos natural y marcado.

10. Comprobacién de la extension del etiquetado isotépico de los compuestos
marcados.

11. Puesta a punto de la metodologia de extraccién de los compuestos en
matrices acuosas.

12. Desarrollo y optimizacién de nueva metodologia LC-(ID)MS/MS mediante
IPD para la determinacién de los compuestos objeto de estudio.

13. Validacién de los métodos desarrollados y optimizados evaluando la
exactitud y precision mediante ensayos de recuperacién a varios niveles de

concentracion.

-Determinacion de micotoxinas

14. Seleccién de las micotoxinas a estudiar en base a diversos criterios:
presencia en las matrices seleccionadas, inclusion en la legislacion vigente,
disponibilidad de sus analogos enriquecidos isotépicamente con 13C.

15. Desarrollo de métodos de calculo y cuantificaciéon automatizados haciendo
uso de la metodologia de IDMS e IPD para cada compuesto seleccionado.

16. Evaluacion de la extension del efecto matriz mediante distintas
aproximaciones, tanto cuantitativas como cualitativas.

17. Comparacion de distintas metodologias de calculo para la compensacion

del efecto matriz en el analisis de las micotoxinas seleccionadas.



Objectives and working plan

Objectives

The main objective of this Doctoral Thesis is to investigate the development
and validation of new analytical methodologies based on Isotope Dilution Mass
Spectrometry (IDMS) and Isotope Pattern Deconvolution (IPD), in combination
with liquid chromatography coupled to mass spectrometry. This main

objective can be broken down into the following specific objectives.
-Determination of chromium species:

1. Development of an extraction procedure for the simultaneous extraction of
Cr(III) and Cr(VI) in environmental solid samples by means of a basic
extractant solution and the addition of complexing agents.

2. Optimization of chromatographic conditions for the separation of Cr(III)
and Cr(VI) based on anion-exchange liquid chromatography and ICP-MS.

3. Validation of the developed methodology evaluating different certified
reference materials.

4. Quantification by means of double spike IDMS using the mathematical
approach based on Isotope Pattern Deconvolution. The proper correction

of species interconversion must be also checked.

-Determination of endocrine disrupting compounds:

5. Development of a new analytical methodology for the determination of
selected emerging organic pollutants by UHPLC-MS/MS with triple
quadrupole based on IDMS and IPD calculations and 13C-labelled internal
standards.

6. Selection, synthesis and characterization of the corresponding minimal
labeled 13C-analogues for some selected compounds.

7. Evaluation of matrix effects in quantitative LC-MS/MS methods for
complex waters samples, including wastewater. Study of correction of
matrix effects with the use of isotope-labeled internal standards and

possible isotopic effects in the sought compounds.



8. Optimization of different extraction procedures for the extraction of the
selected compounds in water samples.

9. Validation of the developed methods in drinking water, surface water and
wastewater from recovery experiments at different concentration levels.

10. Development of automatized spreadsheets for the IPD calculations (mostly
with LINEST function of Microsoft Excel) for routine laboratories purposes.

11. Comparison of the developed IPD methodologies with other classical

quantification techniques.

-Determination of mycotoxins:

12. Adaptation of previously developed methodologies for the determination
of mycotoxins in food and feed based on classical IDMS and LC-(ID)MS/MS
to IPD.

13. Study of different matrix evaluation approaches in order to compensate for
and quantify the matrix effect due to electrospray ionization sources.

14. Comparison of different quantification strategies for the accurate

quantification of mycotoxins in food and feed.



Objectives and working plan

Working plan

The working plan followed in order to carry out the stated objectives is

summarized as follows.
-Determination of chromium species:

1. Bibliographic revision of the state-of-the art on the existing methodologies
concerning chromium species by ion chromatography and ICP-MS.

2. Development and optimization of ICP-MS parameters and
chromatographic conditions. Testing of the effect of sample matrix extracts
in chromatography separation with different complexing agents in the
media.

3. Evaluation of different extracting conditions and complexing-stabilizing
agents in basic conditions.

4. Application of the develop IPD methodology and the optimized extracting

conditions for the validation with certified reference materials.

-Determination of endocrine disrupting compounds:

5. Selection of the endocrine disrupting compounds to be investigated
by conducting a bibliographic revision based on the following criteria:
legally controlled, compatible with LC-MS determinations,
contaminants of emerging concern, availability of the isotopically labeled
internal standardsand/or occurrence in the environment.

6. Development of fast routes of synthesis for singly 13C-labeled analogues.
This research concerns the study of routes which requires the minimum
number of steps and the synthesis and complete characterization of
synthesized compounds.

7. Optimization of the MS/MS conditions for quantification purposes and of

the chromatographic separation (by UHPLC) for the target compounds.



10.

11.

12.

13.

Development of the IPD equations for tandem mass spectrometry (QqQ)
and its application for the selected EDC.

Study of the fragmentation pattern (cluster purity) in both natural and
isotopically labeled compounds.

Calculation of the extent of the 13C; enrichment in the synthesized
analogues.

Optimization and comparison of different extraction techniques in water
samples.

Development and optimization of new IPD-based quantification in LC-(ID)-
MS/MS methodologies for the selected compounds.

Validation of the developed methodologies in water samples by recovery

studies at different fortication levels.

-Determination of mycotoxins:

14.

15.

16.

17.

Selection of the target mycotoxins based on the following criteria:
occurrence in the selected matrices, availability of the isotopically labeled
internal standards and/or legally controlled.

Development of automatized spreadsheets based on IPD calculations and
IDMS for the quantification of the selected mycotoxins.

Evaluation of the extent of matrix effect by both quantitative and
qualitative approaches.

Comparison of different quantification methodologies in order to
compensate matrix effect in LC-MS/MS mycotoxins analysis in the selected

matrices.
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Capitulo 1

1.1 Introduccion

Una de las principales preocupaciones de la sociedad actual es mantener un
buen estado de salud, no interferido ni por contaminantes medioambientales
ni alimenticios, asi como de ningun otro tipo. Este hecho ha derivado en que
cada vez haya una mayor demanda de informacién sobre cudl es la
composicién del mundo que nos rodea. Por ello cada vez aumenta mas la
necesidad de obtener resultados rapidos, precisos y fiables sobre las
cantidades de compuestos que puedan afectar de forma negativa a nuestro
organismo. En el campo de la quimica analitica esto se traduce en el continuo
desarrollo de metodologias de andlisis que faciliten la complicada tarea de
controlar y gestionar las distintas fuentes de contaminacién con las que

estamos en contacto.

La Organizacién Mundial de la Salud (WHO, World Health Organization) es la
agencia especializada de las Naciones Unidas encargada de gestionar los temas
de salud a escala mundial. Nacida el 7 de abril de 1948 en Ginebra (Suiza), su
mision principal radica en ayudar a cualquier persona necesitada de ayuda
sanitaria. Ademas parte de su labor también incluye la coordinacién y mejora
de los temas relacionados con la seguridad alimentaria asi como con el control
de la salud publica y el medio ambiente. Estos dos puntos fueron recogidos en
el altimo plan bianual 2012-2013 de presupuesto por programas! de la WHO

de la siguiente manera:

- “To promote a healthier environment, intensify primary prevention and
influence public policies in all sectors so as to address the root causes of

environmental threats to health*’
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“To improve nutrition, food safety and food security, throughout the life-

course, and in support of public health and sustainable development”

La principal funcién de este documento, asi como en la nueva propuesta para
los afios 2014-20152, es establecer toda una serie de objetivos estratégicos que

deben ser aplicados en las politicas de sanidad de todos los paises.

En la actualidad, una cuarta parte de las enfermedades son producidas por
causas ambientales y se estima que producen hasta 13 millones de muertes al
afio. Los principales factores de riesgo que las originan son los agentes
quimicos, la radiacidn, la falta de agua y sanidad, la contaminacién atmosférica
y el cambio climatico. Entre los agentes quimicos medioambientales se
incluyen, entre otros, a los pesticidas, metales pesados, farmacos, dioxinas,

plastificantes, retardantes de llama, etc.

Dada su presencia generalizada y potenciales efectos, los grupos de
compuestos detallados anteriormente constituyen uno de los campos de mayor
interés de la Quimica Analitica. Dentro de este marco general, el grueso de la
presente tesis lo constituye el desarrollo de métodos de analisis de caracter
medioambiental para determinados compuestos escogidos. Asi, en el campo de
la determinacién de metales pesados se aborda, en el segundo capitulo, el
desarrollo un método para la correcta cuantificaciéon en suelos de un metal
toxico y carcinogénico: el cromo (VI). Por otra parte, el tercer capitulo engloba
el analisis de compuestos con capacidad disruptora endocrina (EDC), en otras
palabras, compuestos capaces de mimetizar a las hormonas de nuestro
organismo e interferir en su correcto funcionamiento. Este tercer capitulo
incluye el analisis de dos alquilfenoles (nonilfenol (NP) y t-octilfenol (OP)) asi

como de bisfenol A (BPA) en aguas embotelladas y medioambientales.

En materia de alimentacién, la Organizacién Mundial de la Salud trabaja
conjuntamente con la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura
y la Alimentacién (FAO) en su afan por reducir las carencias alimenticias de

forma global. Dentro de sus acciones existen diversos programas encargados
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de asegurar la inocuidad y calidad de los alimentos. Entre los principales
riesgos alimentarios a los que la sociedad se encuentra expuesta se incluyen la
contaminacién microbioldgica, los residuos de pesticidas, el abuso de aditivos
alimentarios, los contaminantes quimicos (incluyendo las toxinas naturales) y
la adulteracion3. De forma general, los alimentos estan expuestos a cualquiera
de los agentes medioambientales citados anteriormente. Estos agentes se
caracterizan porque sus efectos en la salud suelen aparecer a largo plazo por lo
que es necesario un estricto control de ellos a niveles de concentraciéon muy

bajos.

Uno de los grupos de contaminantes quimicos de origen biolégico que implican
un mayor riesgo durante la alimentacién son las micotoxinas. Estas estan
producidas por diferentes especies de hongos y destacan por ser altamente
toxicas y carcinogénicas. Casi todas las plantas pueden servir como substratos
para la proliferacion de hongos, pudiendo asi ocasionar contaminacion en los
alimentos tanto de personas como de animales. Este grupo de toxinas sera
tratado en el cuarto capitulo de esta tesis, donde se incluye un método
multiresiual en el que se analizan las micotoxinas deoxinivalenol, ocratoxina,
fumonisinas, zearalenona y las toxinas T-2 y HT-2 en muestras de alimentos.
Las micotoxinas seleccionadas son las reguladas por la Uniéon Europea, aunque
se excluyeron dos tipos de micotoxinas: la aflatoxina M1 y la patulina. Esto se
debe a que la primera s6lo aparece en productos lacteos mientras que patulina
s6lo se ha detectado en derivados de la manzana. Ademas, tanto la patulina
como la aflatoxina M1 exigen de tratamientos de muestra distintos al resto de

las micotoxinas, por lo que es necesario cuantificarlas de forma independiente.

La determinacion de los compuestos seleccionados tanto en materia
medioambiental como alimentaria precisa de métodos altamente fiables,
precisos, exactos y que permitan cuantificar de forma inequivoca a niveles de
concentraciéon muy bajos, del orden de las ppb. La escasez de métodos rapidos,
sencillos y con alta calidad metrélogica para los compuestos seleccionados ha

sido el principal impulso para el desarrollo de la nueva metodologia analitica
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incluida en esta tesis. Para ello se ha aplicado una forma de cuantificaciéon atin
poco habitual basada en la dilucién isotdpica: la deconvoluciéon de perfiles
isotdpicos (IPD, Isotope Pattern Deconvolution). Por otra parte, la separacién y
consiguiente cuantificaciéon de los compuestos seleccionados se ha llevado a
cabo combinando el uso de la cromatografia liquida de alta resolucién junto a
la deteccion mediante espectrometria de masas. Finalmente, en algunos casos,
se han aplicado métodos de tratamiento de muestra poco convencionales. La
diferente metodologia desarrollada se explica de forma méas extensa en los

siguientes apartados.
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1.2 Analisis por Dilucion Isotopica

El Analisis por Dilucién Isotépica (IDA, Isotope Dilution Analysis) es una técnica
bien conocida para la determinacién exacta tanto de elementos como de
especies elementales, asi como de compuestos organicos. Su desarrollo
comenzd alrededor de 1950 en el campo de andlisis elemental y a partir de
1970 se extendié abarcando también el andlisis de compuestos organicos*.
Dado que la medida de la sefial de los distintos isétopos se realiza mediante
espectrometros de masas, el IDA suele identificarse como espectrometria de

masas de dilucion isotépica (IDMS, Isotope Dilution Masss Spectrometry).

En un primer momento la IDMS de compuestos inorganicos se realizd
mediante espectrometria de masas con fuente de ionizacién térmica (TIMS,
Thermal lonization Mass Spectrometry) pero con el paso de los afios se instauré
el uso de instrumentos con fuente de plasma de acoplamiento inductivo (ICP-
MS; Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry). Por su parte, el IDA de
compuestos organicos se ha realizado con distintos tipos de instrumentos
acoplados a espectrometros de masas simples con cromatografia de gases (GC-
MS) y liquida (LC-MS) e incluso con instrumentos que unen la cromatografia

con detectores de masas en tandem (MS/MS).

De forma general, la dilucién isotdpica se caracteriza por permitir la correcciéon
de la mayoria de los errores sistematicos, incluyendo extracciones no
cuantitativas, separaciones poco eficaces, derivas de sefial, etc. Sin embargo, su
mayor ventaja radica en su alta calidad metrolégica comparada con los
métodos tradicionales de adiciones estandar y el uso de curvas de calibrado

externos e internos>.

El IDA esta basado en la alteracién intencionada de las abundancias isot6picas
naturales de un elemento en una muestra mediante la adicién de cantidades
conocidas de este mismo elemento enriquecido en otros is6topos (trazador

enriquecido isotépicamente o spike)t. De esta forma se obtiene un perfil
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isotdpico mezcla de las abundancias tanto de la muestra como del trazador (o
trazadores). La forma convencional de ilustrar el concepto de dilucién
isotdpica se presenta en la Figura 1.1, donde se observa el proceso de mezcla
para un elemento con dos isétopos (a y b) cuyas abundancias naturales

(Muestra) y enriquecida (Trazador) son claramente diferentes.

Otra forma de ilustrar el concepto de dilucion isotépica es la empleada por
Meija et al.5. En esta explica que una década antes de que fueran descubiertos
los isétopos, los zodlogos ya empleaban una metodologia muy similar para
estimar la poblacién de peces en estanques. El procedimiento era sencillo: se
afiadia un nimero conocido de peces marcados (representados en color rojo
en la Figura 1.2) y se esperaba a que se mezclaran con la poblacién del lago.
Pasadas unas horas, y cogiendo sdlo una parte de la poblacién, se podia
estimar facilmente la poblacion mediante una simple regla de 3. Este calculo
era posible ya que el nimero de peces marcados afiadido era conocido y s6lo
era necesario conocer la relacién entre el nimero de peces marcados y no

marcados de la captura.

10 ~

Is6topo b

8
6
4 - H [sOtopo a
2
0

Abundancia isotépica (%)

Figura 1.1 Grafico del principio de la dilucién isotdpica.
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Figura 1.2 Principio de la “dilucidon isotépica” aplicado a la biologia.

En el campo de la quimica analitica existe, desde finales del siglo XX y hasta la
actualidad, una tendencia al alza del uso de metodologias que impliquen la
dilucién isotépica. Esto se puede observar si se hace uso de los indicadores
bibliométricos de la bases de datos de referencias. Por ejemplo, mediante
“SCOPUS” se puede evaluar el impacto de las palabras “dilucion isotépica” en
distintos apartados incluidos publicaciones de cientificas. Asi se observa que
existen un total de 2881 publicaciones que incluyen estos términos (en el
titulo, resumen o palabras clave) y que s6lo en 2013 se publicaron 553 que

cumplieran estas caracteristicas.

1.2.1 Compuestos marcados isotépicamente

La primera vez que se utilizaron compuestos enriquecidos isotépicamente en
la quimica analitica fue antes de la primera guerra mundial, cuando Gyo6rgy
Hevesy and Fritz Paneth utilizaron plomo enriquecido para la determinacion
de la solubilidad del PbS y PbCr045. Este manuscrito fue la base para conceder
el premio Nobel de quimica de 1943 a Hevesy por su trabajo basado en el uso
de is6topos como trazadores para el estudio de procesos quimicos. La principal
ventaja de su uso en quimica radica en que siempre y cuando no existan
efectos isotdpicos, el comportamiento entre el compuesto natural y su analogo

marcado isotépicamente serd el mismo, pero podran identificarse a causa de
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Figura 1.3 Publicaciones sobre dilucion isotdpica desde el afio 1950 y hasta la

actualidad.

su diferencia de masa. Por este motivo son considerados como los mejores
patrones internos ya que, si se afladen desde el inicio, pueden compensar tanto
bajas recuperaciones como corregir las fluctuaciones en los instrumentos de

medida.

Existe una gran diversidad de usos de los compuestos marcados
isotopicamente que van desde mecanismos en sintesis organica’, pasando por
estudios de procesos medioambientales® hasta estudios farmacocinéticos y de
metabolismo?. En el caso que concierne a esta tesis su funcién principal sera la
de patrones internos, siendo su denominacién mas comun la de patrones
internos marcados con un isétopo estable (IL-IS, Isotope Labelled Internal
Standard). Los primeros trazadores de is6topos estables empleados fueron

atomos de elementos metalicos enriquecidos en uno de sus is6topos menos
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abundantes. Sin embargo, los mas utilizados en la actualidad son los que

forman parte de una molécula organica, tales como el 2H, 13C, 15N y el 37Cl.

Junto a las ventajas descritas anteriormente, existen una serie de
inconvenientes asociados al uso de trazadores isotdépicos. En concreto, los
problemas ligados al uso de compuestos marcados con deuterio han sido
ampliamente descritos en la literatura, ya que estos compuestos son los de
menor coste y de mayor disponibilidad. Por ejemplo, si el deuterio se
encuentra en una posicion labil de la molécula éste puede intercambiarse con
los hidrégenos del disolvente y asi sesgar los resultados del andlisis!?. Se han
observado variaciones en los tiempo de retencién cromatografical.12 e incluso
variaciones durante los tratamientos de muestra!3. La solucién mas sencilla a
estos problemas es el uso de IL-IS que tengan parte de los carbonos 12C
sustituidos por 13C ya que al formar parte de la estructura de la molécula son
mas estables. Ademas, la diferencia de masa por cada atomo de deuterio
afiadido es el doble (pasa de 1 uma a 2) mientras que intercambiando un 12C
por un 13C s6lo aumenta 1/13 uma la masa del atomo. Por ello, para reducir
posibles diferencias de comportamiento asociados a la diferencia de masa
introducida, la tendencia actual es utilizar compuestos enriquecidos con 13C. A
su vez, se tiende a dotar de un gran namero de carbonos sustituidos por 13C a
los patrones internos, para evitar asi otros problemas ligados a la no-linealidad
de las curvas de calibrado. Por otro lado, aunque atn no ha sido descrito el
efecto, en teoria cabe la posibilidad de que un elevado nimero de 3C implique
la aparicién de efecto isotdépico de la misma forma que ocurre con los
compuestos deuterados. Para evitar dicha posibilidad una solucién es el uso de
compuestos marcados isotdpicamente en un solo 13C (minimal labelling).
Teniendo en cuenta que la disponibilidad de compuestos marcados con
diversos 13C atn es baja y que casi no existen compuestos comerciales con un
solo 13C, su uso implica indefectiblemente su sintesis. En conclusiéon, los
principales inconvenientes son la baja disponibilidad de los IL-IS y su elevado

precio en comparacidn con otros patrones internos clasicos!4.
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1.2.2 Espectrometria de masas de dilucién isotépica

La inmensa mayoria de trabajos publicados que hacen uso de la
espectrometria de masas de dilucién isotépica para determinar compuestos
organicos, al contrario que en andlisis elemental, suelen emplear curvas de
calibrado en las que los compuestos marcados isotépicamente hacen la funcién
de patrones internosé. Para cuantificar a los compuestos de interés analitico en
la muestra, la ecuacién de la recta se obtiene representando la relaciéon de
sefiales entre ambos frente a la concentracién del natural. En éstas, para que
no exista contribuciéon del IL-IS en la sefial de patrén natural y evitar
ecuaciones no-lineales es necesario por lo menos una diferencia de 3 unidades

de masa atémica entre ambos?5.

También existe la posibilidad de realizar cuantificaciones por IDMS sin curva
de calibrado. La forma clasica de calculo, desarrollada para la determinacion
elemental, implica la medida de la relacién isotépica entre el elemento

marcado y el natural en la mezcla, mediante la ecuacion (1).

C.=2¢C E%A_?(_Rm—Rt) (1
s t ms My A% \1-RpRs

Como se puede observar, para obtener la concentracion de analito en la
muestra(c,) sélo se necesita conocer la relacion entre los isétopos a y b en la
mezcla R,,, que puede ser medida facilmente con un espectrémetro de masas.
El resto de variables de la ecuacién son conocidas siendo c¢; la concentracién de
trazador, m; la cantidad afladida de éste y M; su masa atémica. De la misma
forma ocurre con el elemento de composicién isotopica natural, siendo el peso
de la muestra m, y la masa atémica del elemento natural M. Finalmente, las
abundancias isotépicas del isétopo b en el trazador A?, del isétopo a en la
muestra A2 y las relaciones isotépicas de estos R, = A%/A? y R, = A2 /A% son
también previamente conocidas. El desarrollo matematico de este calculo

puede ser consultado en otras fuentes16.17.
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El tercer tipo de cuantificacion mediante IDMS también evita la curva de
calibrado y se conoce como deconvolucion de perfiles isotopicos (IPD, Isotope
Pattern Deconvolution). Esta metodologia de calculo se diferencia de la anterior
en que hace uso de abundancias en vez de relaciones isotdpicas. Su desarrollo

matematico se puede consultar en el siguiente subapartado.

El uso de la dilucién isotopica, en cualquiera de las tres aproximaciones
descritas, conlleva elevadas precision y exactitud que convierten a éstas en
metodologias de referencia. En primer lugar, al trabajar con relaciones
isotdpicas se corrigen las variaciones instrumentales de la sefial. Ademds una
vez se ha alcanzado el equilibrio isotopico entre la muestra y el trazador,
cualquier pérdida de muestra no va a tener ninguna influencia en el resultado
final. Estas ventajas hacen que IDA se considere un método primario de
analisis trazable directamente al Sistema Internacional de unidades (posee alta
calidad metrolégica)s. Finalmente, la aplicacion de IDA s6lo requiere medir las
relaciones isotopicas de los elementos y compuestos lo cual se puede realizar

con una elevada exactitud y precisién mediante un espectrometro de masas.

Sin embargo, existen una serie de requisitos que deben cumplirse para obtener
resultados fiables mediante dilucion isotépica. El principal de ellos es la
necesidad de que el elemento presente en la muestra y el trazador enriquecido
isotépicamente afiadido deben comportarse de una manera idéntica. Es decir,
no deben existir efectos isotdpicos a lo largo del proceso de tratamiento de
muestra y medida instrumental. Por otro lado debe asegurarse que se alcanza
el equilibrio isotdpico. Esto es especialmente problematico en sistemas con
diversas fases, tales como los suelos (que requieren tratamientos de muestra
mas complejos). Para que la determinacién sea correcta el equilibrio isotopico
se consigue tras la extraccidn completa del analito de la matriz, y su
homogeneizacion con el liquido extractante, pero antes de que ocurra ninguna
degradacion y/o interconversidn del mismo. Por tanto, el comportamiento de
trazador y analito debe ser idéntico durante todo el proceso analitico. Por otra

parte, debe confirmarse la estabilidad de los patrones marcados utilizados
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(trazadores) caracterizandolos de forma periddica (normalmente por diluciéon
isotdpica inversa) (apartado 1.2.3) y corregir la discriminacién de masas (ver
apartado 1.3.4) en el caso de analisis elemental. Finalmente, la medida de las
intensidades de los isétopos a y b realizada por el espectrémetro de masas
debe estar libre de interferencias espectrales (apartado 1.3.3) y debe hacerse
un control exhaustivo de los valores del blanco ya que cualquier tipo de
contaminacién que afecte a la muestra isotépicamente diluida conducira a
valores erréneos. Se suma a todo lo anterior el inconveniente del elevado

precio de los trazadores isotdpicos, como ya se ha comentado anteriormente.

Seleccion de compuestos marcados isotépicamente

Existen una serie de consideraciones a tener en cuenta cuando se trata de
elegir un trazador isotopico ya sea en IDMS atédmica o molecular. Entre ellas
cabe destacar el coste, la estabilidad, la posible presencia de efectos isotdpicos

y la potencial consecuencia sobre la linealidad de la curva de calibrado.

A efectos teoricos, teniendo en cuenta la teoria de propagacién de erroress, el
mejor trazador para IDMS elemental es aquel con una minima abundancia del
is6topo mayoritario natural y con el maximo enriquecimiento en otro de los
isotopos disponibles. En cuanto a la IDMS molecular, todos los trazadores
utilizados (enriquecidos en 2H o 13C principalmente) presentan muy baja
abundancia en el isétopo de mayor abundancia natural (y viceversa) por lo que

no es necesario tener en cuenta el factor estadistico.

En el caso de la IDMS elemental es requisito indispensable tener en cuenta
tanto a las interferencias isobaricas como a las poliatémicas. Un ejemplo de
interferencia isobdarica aparece en el caso de la cuantificacién de Cr mediante
dilucion isotopica. En ésta no es aconsejable utilizar como trazador el 54Cr ya
que suele existir contaminacién por hierro en los instrumentos de medida,
cuyo segundo is6topo mas abundante es el 54Fe. Es cierto que estas
interferencias pueden separarse mediante cromatografia, pero se recomienda

utilizar cualquiera de los otros is6topos disponibles para el analito objetivo. En
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cuanto a las interferencias poliatomicas, éstas pueden aparecer por
combinacion de atomos en la fuente ICP para formar un compuesto con la
misma relacion masa/carga que el isétopo de interés. Estdn formadas
principalmente por combinaciones de elementos de la matriz con OH, oxigeno
o argén. Un ejemplo es el 90Ar14N+ que interfiere también con el 54Cr. Como se
vera en el apartado 1.3.3 pueden ser reducidas e incluso eliminadas mediante

el uso de celdas de colision.

Optimizacidn de la cantidad de trazador anadida a la muestra

Uno de los factores que mas pueden afectar a la correcta cuantificacion
mediante dilucion isotépica es la cantidad de trazador anadida a la muestra. Es
posible demostrar mediante la teoria de propagacion de errores!® que esta
cantidad puede ser optimizada calculando el intervalo 6ptimo de la relacién
muestra/trazador en el que se minimicen los errores estadisticos. Tomando la
ecuacion (1) y aplicando la teoria de propagacion de errores, se puede obtener
el factor de magnificacion del error f{R) como:

_ [_Bm(-ReRs)
f(R) = [(Rm_Rt)(l_RmRs)

(2)

En esta expresion se observa que f{(R) depende de R, Ry Rs. Como Rsy R: son
conocidos, los valores de f{R) se pueden representar frente a R, para obtener

el intervalo de R, en el que la magnificacion del error sea minima.

Teniendo en cuenta este intervalo es posible conocer la cantidad de trazador
6ptima a afiadir a la muestra. En la Figura 1.4 se representa la variacion de la
funcion de f{R) frente a la relacién isotépica 52Cr/50Cr para un trazador
isotopico enriquecido en 50Cr al 95,17%. Como se puede observar, la relacion
isotépica entre ambos presenta un intervalo éptimo de 0,1 a 8 en el cual el
error de la concentracién sera aproximadamente igual al error de la medida de
la relacién isotépica. Este calculo puede ser extrapolado a relaciones entre

distintos isotopémeros(o combinaciones de distintos isétopos en una misma
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molécula) para el calculo en IDMS organica. De forma general, los intervalos
Optimos siempre se encuentran en el rango de relaciones isotdpicas que va de
0,1a10.
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Figura 1.4 Curva de magnificacion del error para un trazador isotdépico
enriquecido en 5Cr.

1.2.3 Deconvolucion de perfiles isotdpicos

Ya se ha comentado que la dilucién isotépica es el proceso de modificacion de
la composicién isotdpica (el perfil isotépico) de un elemento en una muestra
por adicion de un trazador con abundancias isotdpicas alteradas (enriquecido
en un isétopo poco abundante en el perfil natural). La mezcla es, por tanto, un
reflejo de la contribucién de cada perfil isotépico. La deconvolucion de perfiles
isotdpicos es una herramienta quimiomeétrica, basada en ajuste por minimos
cuadrados multivariante, capaz de aislar la contribuciéon de cada perfil (el
natural y el trazador o trazadores afiadidos) al de la mezcla final. El resultado
del calculo es la fraccién molar de cada perfil isotdpico en la mezcla.

A continuacidn se van a deducir las ecuaciones basicas utilizadas en IPD. Como
ejemplo se van a utilizar tres perfiles isotépicos elementales distintos: el perfil

isotépico natural y los perfiles isotépicos de dos trazadores enriquecidos
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isotopicamente, t1 y t2, que se pueden haber afiadido a la muestra en
diferentes fases del proceso analitico. El procedimiento usado y las ecuaciones
obtenidas se pueden aplicar a cualquier analisis (elemental o molecular) que

haga uso de elementos o compuestos marcados isotopicamente.
El balance de moles global en la mezcla, N, es:
Ny = Npgt + Nig + Niy (3)

El balance de moles dado en la ecuacién (3) se puede calcular para todos los

isotopos del elemento. Asi, para cada is6topo i.
rin = Npat + Niy + Niz (4)

La expresion anterior puede ser expresada como una combinacioén lineal de las

abundancias isotdpicas y del nimero de moles.
N« Al = Nyat 'Afmt + Ny 'Aé1 + Nia 'Aéz (5)

Dividiendo la expresion (5) entre el balance de moles total (3), se obtiene la

ecuacion en funcién de las fracciones molares, X.
i _ i i i
Am = Xnat * Anat + Xt1 - A + X - Apz (6)

Si el elemento considerado contiene n isdtopos estables se pueden establecer n
ecuaciones distintas como combinacién lineal de las abundancias y de las

fracciones molares. En forma matricial, se puede expresar como:

-1 1 1Al 1 1 1 i
A Anat  Ann Ap €
2 2 2 2 2
Am Anae A AR Xnat e
A3 3 A3 A3 3
m | = Aﬁ?t t1 2 | x,, [+] € (7)
- P 3 -
At e At oAt el fent
n n n
LAy 1 dnar AR Ay | | e™ |
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Donde las abundancias en la mezcla se pueden medir (A,) y las abundancias
naturales y de los trazadores (A:) se pueden medir o conocer. Los perfiles
isotdpicos naturales (Anq«) estan tabulados por la IUPAC y los trazadores
pueden venir acompafiados de los correspondientes certificados. La matriz
anterior se puede resolver y de este modo obtener las fracciones molares de la
muestra y de cada uno de los trazadores mediante ajuste por minimos
cuadrados multivariante. Se incluye en la dltima columna el vector error (e),
que se minimiza en el ajuste siempre que se disponga de mas ecuaciones que
incognitas (n>3 en este caso). Para ello, se puede aplicar la funcién
“ESTIMACION.LINEAL” del programa EXCEL de Microsoft Office.

Finalmente, dado que la cantidad de moles de trazador afiadidos son
conocidos, se pueden obtener directamente el nimero de moles en la muestra
(Nnat) a partir de la ecuacion (8) que se obtiene dividiendo las diferentes

fracciones molares.

Xnat _ Nnat y Xnat _ Nnat 8)

Xtz Nz Xt1 Ny
Aplicado al andlisis de elementos, este tipo de calculo se puede utilizar tanto
para la determinacién de metal total como en estudios de especiacién. En este
ultimo caso, siempre que no existan interconversiones entre las distintas
especies. Cuando aparezcan interconversiones (generalmente en la etapa de
tratamiento de muestra) se necesitaran balances de masa adicionales que
podran ser consultados en el siguiente capitulo, dedicado a la determinacién

de especies de Cr.

En andlisis molecular, la principal ventaja que ofrece este calculo, respecto a
las curvas de calibrado en las que los trazadores isotépicos son utilizados a
modo de patrén interno, es que no le afecta el solapamiento espectral entre
compuestos natural y marcado. IPD permite el uso de compuestos marcados

isotépicamente con un bajo nimero de dtomos, aproximacién conocida como
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minimal labelling, no siendo necesaria una diferencia de tres unidades de masa
atémica entre ambos. De este modo se minimiza o elimina la posible apariciéon

de efectos isotopicos.

En cualquier caso, puesto que no se necesita realizar una curva de calibrado
metodoldgica se reduce considerablemente el tiempo de analisis total. Sélo es
necesaria una unica medida de la relacién de intensidades (masa/carga) para

cuantificar los compuestos de interés la muestra.

Existe sin embargo una clara desventaja en IPD respecto al uso de curvas de
calibrado: la necesidad de caracterizar por completo el trazador isotopico
empleado durante la cuantificacién. Para aplicar correctamente las ecuaciones
de IPD es necesario conocer el porcentaje de enriquecimiento de cada isétopo
asi como la pureza del compuesto??. Estos datos se incluyen en los certificados
(que son la principal causa de su elevado precio). Sin embargo, a menudo
contienen datos erréneos, por lo que se recomienda una recaracterizacion de
los trazadores por el propio quimico analitico. La forma habitual de comprobar
su concentracion real es mediante dilucion isotépica inversa. La dilucidn
isotdpica inversa consiste en el uso de patrones de composiciéon natural de
concentracién perfectamente conocida para obtener la concentraciéon de un
trazador enriquecido isotopicamente. A diferencia de la diluciéon isotdpica
tradicional, el trazador enriquecido es el objeto de estudio (no el utilizado para
cuantificar) y el patréon natural se utiliza para cuantificar, por lo que recibe el
nombre de “inversa”. En el caso de los trazadores moleculares es necesario
establecer ademas la pureza espectral para asi trabajar con las abundancias

correctas, como se vera mas adelante.
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1.3 Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de

masas

En la actualidad, existe un continuo desarrollo de métodos de analisis
dedicados a la determinacién de un gran nimero de analitos en matrices de
alta complejidad, tanto en el campo medioambiental como en el alimentario,
entre otros. Si se pretende que sean eficaces y eficientes (como cabe esperar),
para todos ellos se deberia exigir alta sensibilidad, robustez y bajos tiempos de
analisis. Estas caracteristicas se pueden conseguir mediante el acoplamiento
de técnicas de separacion de alta resoluciéon a detectores de espectrometria de
masas. Este acoplamiento es sencillo cuando se trata de unir la cromatografia
de gases a la espectrometria de masas (GC-MS). Sin embargo, cuando el andlisis
implica el acoplamiento de la cromatografia liquida a la espectrometria de
masas (LC-MS) la unién de ambos no es inmediata. En este caso es necesaria
una interfaz que compatibilice las condiciones fisicas (presién y temperatura)

alas que operan ambos instrumentos.

Por otro lado, a pesar de los avances realizados tanto en cromatografia como
en espectrometria de masas, el tratamiento de muestra continda siendo uno de
los pasos mas importantes durante el proceso analitico, ya que de esta etapa
depende en gran medida la fiabilidad del andlisis. De forma general, los
tratamientos de muestra ideales deben ser rapidos, precisos, exactos, tener

bajo coste y asegurar la integridad de los compuestos de interés en la muestra.

1.3.1 Tratamiento de muestra

El primer paso para llevar a cabo un analisis fiable es obtener una muestra
homogénea y representativa. Una vez obtenida, y teniendo en cuenta que la
mayoria de las muestras no estdn preparadas para ser introducidas
directamente en el instrumento de medida, el siguiente paso es realizar el

correspondiente tratamiento de muestra. La preparaciéon de muestra suele ser
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uno de los pasos del proceso analitico que requieren de un mayor consumo de
tiempo y dependen de la naturaleza de la muestra y del analito, de la matriz y
del nivel de concentracién al que debe ser realizado el analisis. En funcion de
estos, el tratamiento de muestra puede incluir diversas etapas??. En cada una
de ellas el proceso global esta sometido a posibles pérdidas o contaminaciones
de los analitos de interés. Asi, el tratamiento de muestra esta considerada una

fuente muy importante de error en el proceso analitico.

Entre los tratamientos mas habituales se encuentran las extracciones (que
compatibilizan a los extractos tanto con las condiciones cromatograficas como
con las del detector), las preconcentraciones (que permiten aumentar la sefial
de los analitos cuando sea necesario) y las derivatizaciones (reacciones para
cambiar su forma quimica). En la presente tesis se ha desarrollado
metodologia para el andlisis de muestras liquidas y sélidas. A continuacion se
expone un breve resumen de las tendencias actuales para el tratamiento de

este tipo de muestras.

En el caso de que los analitos estén contenidos en muestras liquidas, los
tratamientos clasicos utilizados van desde simples filtraciones o
centrifugaciones, pasando por extracciones liquido-liquido (LLE, Liquid-Liquid
Extraction), hasta tratamientos mas complejos como la microdialisis (paso de
los analitos de un liquido a otro a través de una membrana) o la liofilizacion
(congelacion de muestras para seguidamente eliminar el agua que contienen
por sublimacién). De todas las citadas predomina la aplicaciéon de la LLE. Sin
embargo, desde su nacimiento en los afios 80, la extraccion en fase sélida, SPE
(Solid Phase Extraction) (ver capitulo 3) se ha consolidado como la forma mas
utilizada para aislar y concentrar compuestos organicos a nivel de trazas en
liquidos mediante un material adsorbente. Esta técnica se ha impuesto
principalmente por la disminucién de disolventes organicos necesaria asi como
su mayor selectividad en comparacién con la LLE clasica. Existe una gran
cantidad de distintos tipos de sorbentes en SPE en funcién de las

caracteristicas del analito o analitos, pudiendo incluso ser especificos para un
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compuesto en particular mediante el uso de polimeros de impresién molecular
(MIP, Molecularly Imprinted Polymers). Los MIP, también conocidos como
“anticuerpos de plastico”, tienen cavidades especificas para un compuesto en

concreto, hecho que los hace altamente selectivos.

Comparadas con las matrices liquidas, las matrices sélidas suelen
caracterizarse por requerir tratamientos de muestra mucho mas complejos.
Normalmente se empieza con un pretratamiento basado en una reduccién del
tamafio de particula seguido de la transferencia de los analitos a una fase
liquida. Las formas clasicas de extraer los compuestos de interés de muestras
so6lidas son la extraccién soélido-liquido convencional (ver capitulo 4) y la
Soxhlet, que permite aumentar la eficiencia de la extraccién. El principal
inconveniente de ambas es el uso de grandes cantidades de disolventes, que a
menudo suelen ser toxicos. Otras formas de extraccidn incluyen la aplicaciéon

de ultrasonidos o de microondas.

Segin encuestas recientes?!, las tendencias actuales de tratamientos de
muestras solidas estan orientadas a la reduccién de tiempo y de disolventes. Se
ha observado un crecimiento significativo de la aplicacién de técnicas de
extraccion acelerada de disolventes (ASE, Accelerated Solvent Extraction), de la
extraccion con fluidos supercriticos (SFE, Supercritical Fluid Extraction) y de la
extraccion asistida mediante microondas (MAE, Microwave-assisted extraction)

(ver capitulo 2).

Finalmente, debe destacarse la incidencia que ha tenido la quimica verde
durante las ultimas décadas en la quimica analitica en general y en el
tratamiento de muestra en particular. Esta concienciacién ambiental se ha
plasmado en el desarrollo de técnicas miniaturizadas con minimos consumos
de disolventes, ligadas a tiempos menores de tratamiento de muestra. Una de
las técnicas mas utilizadas en la actualidad sigue esta linea, la microextraccién
en fase sdlida (SPME), asi como otras variantes que utilizan agitadores

mangéticos recubiertos de sorbente (SBSE, Stir-Bar Sorbent Extraction) que
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aportan una mayor superficie de contacto. Otras metodologias hacen uso de
unos pocos microlitros de disolvente como fase aceptora de los analitos (LPME,
Liquid Phase Microextraction). Variantes de esta metodologia incluyen el uso de
una Unica gota de solvente como aceptor (SDME, Single-drop microextraction)
o el uso de membranas capilares de fibra hueca como soporte de la fase
aceptora (HF-LPME, Hollow Fiber Liquid Phase microextraction) (ver capitulo
3). Publicaciones recientes?? demuestran que cada vez son mas y mas diversas

las posibles aplicaciones de los tratamientos de muestra miniaturizados.

1.3.2 Cromatografia liquida

El gran desarrollo de la cromatografia en las Gltimas décadas estd causado en
gran medida por la introducciéon de una técnica altamente versatil conocida
como cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC, High-Resoltion Liquid
Chromatography)?0. La cromatografia liquida consiste en la separacién de los
distintos componentes de una mezcla causada por la distinta afinidad de estos
entre la fase estacionaria y la fase movil liquida. Combinada con Ia
espectrometria de masas, constituye una herramienta de analisis muy potente
ya que ofrece la posibilidad de resolver problemas que no se pueden
solucionar mediante el espectrometro de masas, tales como las interferencias
isobdricas (o con la misma relacién masa/carga m/z que el analito) o elevadas
cargas de matriz. De esta forma es posible evitar desde cuantificaciones

erréneas hasta la pérdida completa de la sefial del compuesto.

La forma mas utilizada para clasificar a los distintos tipos de cromatografia
liquida tiene en cuenta el tipo de interacciéon entre el analito y la fase
estacionaria23. De esta forma la clasificacion general se divide en fase normal,

fase inversa, intercambio idnico y exclusion.

La mayoria de las separaciones cromatograficas pueden ser optimizadas

mediante el paso de condiciones isocraticas (o introduccién de una fase mévil
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de composicién constante) al uso de gradientes. Este segundo se basa en la
combinacidn de diversos disolventes a los cuales se les varia su proporcién en
funcién del tiempo. En los trabajos incluidos en esta tesis se utilizaron la
cromatografia de fase inversa y la de intercambio i6nico, por lo que estas

modalidades van a ser descritas de forma mas extensa a continuacion.

Cromatografia liquida de fase inversa

La cromatografia por fase inversa (RPLC, Reversed Phase Liquid
Chromatography) se lleva a cabo con columnas en las que la fase estacionaria
es menos polar que la fase movil. Se estima que mas del 65% de las
aplicaciones de HPLC se llevan a cabo mediante fase inversa. Los principales
motivos son su simplicidad, versatilidad y el amplio &mbito de aplicacién de los

métodos por fase inversaz2o,

Los tipos de empaquetamientos de columna mas utilizados incluyen a los
ligandos octadecil silano (ODS o Cis), octil (Cs), fenilo y al cianopropilo, que se
encuentran quimicamente ligados a particulas de silice microporosas. No
obstante, no todos los grupos silanol reaccionan con ligandos, hecho que puede
empeorar la separacién cromatogréafica. Para evitar este problema, los grupos
de silanol libres se hacen reaccionar con una cadena alquilica corta,

normalmente de tipo -CH3, proceso conocido como end-capped.

Los disolventes mas comunes en RPLC son el metanol, el acetonitrilo y el
tetrahidrofurano que se utilizan en gradientes binarios, ternarios o
cuaternarios con agua. Estos disolventes suelen incluir como modificadores
pequefias concentraciones de distintos tampones, del orden de milimolar
(mM), principalmente de acetato o de formiato amdnico a diferentes pH. De
esta forma es posible conseguir mejores formas de pico asi como mejorar la

sefial en el detector de masas.

Las caracteristicas de la cromatografia liquida, principalmente para RPLC, se

vieron altamente incrementadas cuando en el afio 2004 la compafiia Waters©
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lanz6 las columnas de UHPLC (Ultra-high Performance Liquid
Chromatography). Este nuevo tipo de columnas se caracteriza por emplear
tamafios de particula inferiores a 2-um, que aunque generan presiones de
trabajo elevadas (del orden de los 15000 psi o 1000 bar) disminuyen de forma
considerable el tiempo de separaciéon. Esto también permite aumentar la
eficiencia de las separaciones, obteniendo picos cromatograficos mas
estrechos. Ademas, se ahorra hasta el 80% de la cantidad de fase mdvil
necesaria para realizar la separacion a pesar de que el flujo utilizado es
generalmente mayor. A modo de ejemplo, una separacidn tipica de 30 minutos

en HPLC puede ser realizada en unos 4 minutos mediante UHPLC.

Cromatografia de intercambio iénico

La cromatografia de intercambio i6nico (IC, Ion-exchange chromatography)
tiene aplicacién tanto en el &mbito orgdnico como inorganico, siempre que los
compuestos a separar se encuentren cargados positiva o negativamente. Puede
ser aplicada en cationes o aniones mono, di o trivalentes, en aminas, acidos

grasos, etc.

Los empaquetamientos de las columnas estdn compuestos por un lecho
formado por polimeros organicos, normalmente de resina formada por
poliestireno con divinilbenceno entrecruzado. Este entrecruzamiento aporta
una mayor resistencia a las fases estacionarias, pudiendo trabajar hasta a

presiones de 4000 psi.

Las columnas de intercambio catiénico tienen grupos funcionalizados
negativos adheridos a la resina, tales como -SO3 0 -COO-. De forma analoga, las
columnas cuyos polimeros contienen grupos positivos, por ejemplo amonios
cuaternarios, son capaces de intercambiar aniones por lo que se denominan de

intercambio anioénico.

La separacion por IC no es tan sencilla como parece ya que ocurren de forma

simultanea reacciones competitivas entre todas las especies cargadas en
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disolucién. Esto incluye a los acidos y bases conjugadas de todos los
compuestos de la muestra, a los grupos funcionales de la fase estacionaria asi
como cualquier tampén contenido en la fase mévil. Es por tanto crucial
controlar el pH de las fase mdviles para poder controlar la forma en que seran
retenidos los analitos y la fuerza de eluciéon de la fase moévil. A modo de
ejemplo, la fuerza eluotrdpica de una fase mévil que contenga “carbonatos”
dependera por completo de la forma en que estos se encuentren, ya que su

poder de elucién serd mucho menor con una carga (HCO3") que con dos (CO32").

1.3.3 Espectrometria de masas

Los espectrometros de masas constituyen una herramienta analitica muy
potente capaz de cuantificar compuestos conocidos con elevadas precision,
exactitud y sensibilidad, de identificar compuestos desconocidos de una
muestra e incluso de proporcionar informacién que permita elucidar su
estructura molecular. Su funcionamiento estd basado en diferenciar a los

atomos, moléculas o fragmentos de éstas en funcién de su relacién masa-carga

(m/z).

Las partes basicas de un espectrometro de masas son el sistema de
introduccién de muestra, la fuente de iones unida mediante una interfase al
analizador de masas y el detector. Tras su generacion en la fuente, los iones en
fase gaseosa son separados en funcién de su m/z en el analizador de masas
para, finalmente, llegar al detector que generara una respuesta proporcional a
la abundancia de cada m/z. Existen diversos tipos de analizadores de masas
con caracteristicas analiticas diferentes, incluyendo tiempo de vuelo (time-of-
flight), sector magnético (magnetic sector), cuadrupolo (quadrupole), trampas

de iones (ion-trap) y ciclotron (ion cyclotron resonance) entre otros.

De entre todos los analizadores disponibles, el analizador de masas de tipo

cuadrupolo es probablemente el mas utilizado debido a su disefio compacto,
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precio no muy elevado, tiempos de barrido bajos, versatilidad y facil manejoZ20.
Tal y como indica su nombre, el filtro de masas cuadrupolar esta formado por
cuatro barras de seccion cilindrica o hiperbédlica conductoras dispuestas de
forma paralela unas de otras. Los pares de barras enfrentadas se encuentran
unidas dos a dos mediante voltajes de corriente continua (DC) a la cual se
superpone otro de radiofrecuencia (RF). Los voltajes aplicados entre los pares
de barras unidas tienen distinta polaridad y la radiofrecuencia aplicada se
encuentra desfasada 180° entre cada par de barras. Ajustando ambos voltajes
de DC y de RF es posible obtener trayectorias estables resonantes para los
iones de distintas relaciones m/z. De esta forma sdlo aquellos iones que posean
dicha relacién m/z describiran la trayectoria adecuada para llegar al detector.
Las principales restricciones de este analizador son su baja resolucién (1 uma)
y baja sensibilidad cuando se trabaja en modo de barrido de iones, por lo que
la forma usual de trabajo esta basado en la monitorizacién selectiva de iones
(SIM, Selected Ion Monitoring).

Los analizadores de masas empleados en esta tesis han sido el analizador de
iones cuadrupolar o cuadrupolo simple (Q) para la cuantificacion de metales
mediante [C-ICP-MS y el analizador de masas en triple cuadrupolo o en tdindem
(QqQ o MS/MS) para cuantificar compuestos organicos mediante LC-ESI-
MS/MS. Por ello, a continuacién, se describe brevemente su modo de operacion
y una serie de consideraciones a tener en cuenta para poder aplicar
correctamente la dilucién isotdpica, puesto que este tipo de cuantificacién es la

que, mayoritariamente, se ha usado en esta tesis.

Cuadrupolo (Q) en ICP-MS

El analizador de tipo cuadrupolar simple ha sido ampliamente utilizado en
compuestos organicos, tanto acoplado a cromatografia liquida como de gases.
No obstante, esta seccion se va a centrar en la configuraciéon empleada en la

presente investigacion: el ICP-MS.
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El filtro de masas cuadrupolar es el analizador mas utilizado en ICP-MS hasta el
dia de hoy y desde su apariciéon en 1980. En los ICP-MS actuales el analizador
cuadrupolar esta precedido por una celda de colisiéon/reaccién cuya funcion es

minimizar la presencia de interferencias poliatémicas.

La realizaciéon de medidas exactas y precisas utilizando un ICP-MS no es un
proceso inherente a la determinacién analitica. En primer lugar, tal y como ya
se ha comentado en este y anteriores apartados, deben eliminarse las
interferencias espectrales (isobaricas o poliatémicas). Las isobaricas (por
ejemplo 87Rb en la medida de 87Sr) son dificiles de eliminar. En general se suele
recurrir a correcciones matematicas, a su separaciéon cromatografica o a
ajustes lineales multiples. También pueden usarse instrumentos de alta
resolucién y la mencionada celda en modo reaccion, que desplaza el is6topo de
interés en el eje de masas por formacién controlada de un compuesto con el

gas de reaccion.

Las interferencias poliatdmicas pueden eliminarse, en funcién de su
naturaleza, de cualquiera de las formas descritas para las isobaricas. Cabe
comentar que la separacién cromatografica no es util de manera universal,
puesto que en ICP-MS, las interferencias poliatobmicas se forman
principalmente por combinacién con los gases que entran junto con el Ar. No
obstante, la forma mas habitual de trabajo implica reducirlas al maximo
mediante el uso de celdas de colisién/reaccion aplicando un flujo de gas (helio
o hidrégeno principalmente). El funcionamiento de estas celdas estd basado en
una reduccion de los iones poliatémicos que llegan al detector originada por su
colisién con los atomos de He o su reacciéon con H,. Esta colisibn es mas
probable en los iones poliatdbmicos a causa de su mayor tamafio en
comparacion con los dtomos individuales. No obstante, esta colisién también
afecta al analito por lo que es necesario establecer un compromiso entre la

disminucién de sefial de ambos.
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Por otra parte, también es necesario tener en cuenta la discriminacién de
masas mediante el uso de expresiones matematicas que proporcionen medidas
de relaciones isotdpicas corregidas. El efecto de discriminacién de masas se
describe en el apartado 1.3.4 que aborda la interfase en el ICP-MS y una
descripcién detallada del proceso de correccion se explica en el capitulo 2

dedicado a la determinacién de especies de Cr.

El dltimo efecto a tener en cuenta es el tiempo muerto del detector, o dicho en
otras palabras, el tiempo necesario por la electronica del detector para pasar
de medir un ion a medir el siguiente. Se estima que la imprecisién asociada a la
medida de relaciones isotopicas en un cuadrupolo, como desviacién estandar
relativa, RSD (%), se encuentra entre 0,1-0,5. En la instrumentacién utilizada,
el Agilent 7500c, el tiempo muerto se corrige de forma automatica y viene

fijado de fabrica.
Analizador de masas en tdindem en LC-ESI-MS/MS

Los instrumentos de espectrometria en masas en tidndem combinan dos
analizadores separados mediante una celda de colisidn. Las celdas de colisiéon
pueden ser un cuadrupolo, un hexapolo o un octapolo dependiendo del
fabricante. La funcién principal de la celda de colisiéon es la produccién de
fragmentos ionizados a partir del ion precursor seleccionado en el primer
cuadrupolo. Paralelamente, se consigue mejorar la relaciéon sefal-ruido y se
eliminan las interferencias espectrales que se solapan con el ion precursor
siempre que no produzcan fragmentos con la misma m/z que los iones

producto.

Cuando se trabaja en modo MS/MS se puede realizar un barrido de los iones
producto obtenidos al fragmentar una determinada m/z (en el segundo
cuadrupolo), un barrido de los iones precursores (en el primer cuadrupolo),
busqueda de pérdidas neutras, o monitorizar una transicién seleccionada
(SRM, Selected Reaction Monitoring). En esta tesis la cuantificaciéon de los

compuestos organicos se ha llevado a cabo en todos los casos mediante
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espectrometria de masas en tandem utilizando un triple cuadrupolo (QqQ) en
modo SRM. En esta nomenclatura, la q mindscula hace referencia a la celda de

colisién donde las moléculas son fragmentadas.

La determinacién mediante SRM empieza con la seleccidn de un ion precursor,
con una determinada m/z, en el primer cuadrupolo. Seguidamente este ion
seleccionado pasa a la celda de colision donde se induce su disociacién en uno
o diversos iones producto. Para ello los “iones moleculares” son acelerados por
un potencial eléctrico que aumenta la energia de colision hasta valores
adecuados y en la camara colisionan con el gas de colision (en este caso argon).
Los iones producto cargados pasan al segundo analizador en el cual se

seleccionan una o diversas m/z objetivo para cada analito.

Comparada con la IDMS elemental, la IDMS orgénica con resolucién unidad
presenta un matiz afiadido: ya no se adquieren relaciones masa-carga de
isotopos de elementos si no de isotopémeros. Los isotopémeros son cada una
de las distintas combinaciones de is6topos en una molécula que dan una
misma masa molecular relativa. Por ejemplo, la féormula molecular del
isotopdmero mas abundante en el caso del fenol es CcHeO (M=94 uma). Para
esta masa solo existe un isotopdmero, pues todos los &tomos estan presentes
en la forma del is6topo mas ligero que, por otro lado, coincide con el mas
abundante de cada elemento. Sin embargo, para la masa M+1 existen tres
combinaciones, tres isotopémeros, que serian adquiridos simultdneamente en
el cuadrupolo: 13C1CsH¢O, C¢2H1HsO y C¢Hel701. Estas tres combinaciones
podrian ser diferenciadas mediante analizadores de alta resolucién pero no
mediante cuadrupolos con resolucién unidad. De forma analoga, los
fragmentos seleccionados en el segundo cuadrupolo también son
combinaciones de distintos isotopémeros. Estos hechos hacen que la aplicacién
de la dilucion isotdpica en su modalidad de calculo mediante IPD organica sea

mas compleja.
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Por otra parte, también es necesario estudiar las contribuciones de espectros
contiguos parcialmente solapados (M-1, M+1, M+2, etc.) mediante el calculo de
las abundancias isotépicas tedricas. Este proceso se conoce como estudio de la
pureza espectral. En QqQ estas contribuciones afectan a las medidas del
segundo cuadrupolo y se asocian a las posibles ganancias y/o pérdidas
parciales de hidrogeno originadas en la celda de colisién. Como ya se ha
comentado anteriormente, no es necesario estudiar este fendmeno en el caso

de utilizar a los trazadores isotépicos como patrones internos.

Finalmente, de la misma forma que ocurre en ICP-MS, también es necesario
eliminar las interferencias espectrales isobaricas, que ain aparecen a pesar de
la elevada selectividad del MS/MS. Las formas mas comunes de enfrentarse a
este problema es mediante la separaciéon cromatografica de la interferencia,

cambiando el tratamiento de muestra para eliminarla o utilizando otra SRM.

Las consideraciones a tener en cuenta para llevar a cabo analisis por dilucién

isotdpica con analizadores de triple cuadrupolo son las siguientess:

- Existe la posibilidad de que se den efectos isotdpicos en el porcentaje
de fragmentacién en compuestos deuterados

- La distorsion del perfil isotépico puede evitarse mediante la “apertura”
del primer cuadrupolo para permitir la entrada de toda la distribucién
isotépica de los iones precursores. Esta distorsion consiste en la
medida incorrecta del perfil isotdpico del ion producto experimental,
en comparacion con el tedrico calculado, si no se adquieren todos los

iones precursores que contribuyen al ion producto seleccionado

Cabe destacar que esta dltima consideraciéon puede ser solucionada mediante
programas de calculo matematico capaces de predecir las abundancias
isotépicas medidas en el segundo cuadrupolo tales como Isopatrn?4, que tengan

en cuenta la seleccion de todos los isotopémeros en el primer cuadrupolo.
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1.3.4 Acoplamientos LC-MS

El acoplamiento entre la cromatografia liquida y la espectrometria de masas
(LC-MS) ofrece una de las técnicas analiticas mas potentes de la actualidad. Sin
embargo, el acoplamiento entre ambas técnicas ha sido mucho mas complicado
que su analogo GC-MS dado que la LC y la MS son, en un principio, técnicas
incompatibles. Hasta el desarrollo de instrumentacién adecuada a principios
de los afios 90, fueron muchos los problemas derivados de este acoplamiento,
por lo que incluso llegé a etiquetarse por Arpino25 como un “amor imposible”.
Como se puede apreciar en la Figura 1.5, este autor representd a las moléculas
de analito como un pez nadando en la fase movil de la LC y a los iones

moleculares en fase gaseosa del MS como un loro volando libremente.

El potencial inherente del acoplamiento “on-line” de la LC con MS fue la fuerza
que promovié su desarrollo ya que permite la determinacién de compuestos
organicos que hasta el momento no se podian analizar mediante GC por no ser
volatiles o térmicamente estables. De forma similar, el andlisis elemental
también se enfrent6é con este problema ya que fue necesaria una fuente de

ionizacién que eliminara la fase mdévil y que a su vez fuera capaz de atomizar e

Figura 1.5 Representacion de Arpino?s de las dificultades asociadas al acopla-
miento LC-MS.
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ionizar a los analitos. Cabe comentar que el acoplamiento ICP-MS cuenta con
décadas de experiencia y que el acoplamiento de un sistema LC a un ICP-MS es
directo y relativamente sencillo. La salida de la columna se acopla al sistema de
nebulizaciéon que conforma la introduccién de muestra en el ICP-MS. Sin
embargo, existe un problema adicional cuando se pretende llevar a cabo
medidas de relaciones isotopicas: la diferente transmisibilidad de is6topos de
masa diferente. Este problema se describe con mayor detenimiento en la

siguiente subseccion.

Acoplamiento LC-ICP-MS

La fuente de plasma de acoplamiento inductivo o ICP (Inductively Coupled
Plasma) unida a la espectrometria de masas es la técnica mas ampliamente
utilizada para la medida de las relaciones isot6picas. ICP-MS se caracteriza por
llevar a cabo estas medidas con gran precisién y exactitud. Permite ademas la
determinacién de la mayoria de metales y no metales a concentraciones a nivel
de trazas. El primer acoplamiento ICP-MS fue descrito por Houk et al.2é en el
afio 1980 y cambié por completo la forma de percibir el analisis elemental.
Este tipo de acoplamiento ha sido el utilizado en el primer articulo incluido en
esta tesis. Una de las principales caracteristicas de esta fuente es que trabaja a
temperaturas muy elevadas y, practicamente, atomiza e ioniza toda la muestra
(analitos y matriz). Asi, esta fuente minimiza (cuando no elimina) problemas
derivados del “Efecto Matriz” que si que aparecen en otros tipos de fuentes

como el electrospray, como se vera mas adelante.

El proceso de ionizacion mediante ICP implica diversas etapas. En primer
lugar, la muestra en forma liquida se transforma en un fino aerosol en el
nebulizador. El sistema de nebulizacidn facilita el acoplamiento entre LC e ICP-
MS pues existen nebulizadores disponibles que operan a los diversos flujos
cromatograficos que podemos encontrar. A continuaciéon un flujo de argéon
portador conduce el aerosol hasta la parte central de la antorcha de plasma

donde se alcanzan temperaturas de hasta 8000K. Es en este punto cuando el
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aerosol que contiene la muestra se desolvata y los compuestos son sometidos a
los procesos de vaporizacion, atomizacion e ionizacién. Finalmente los atomos
ya ionizados son conducidos hasta el espectrometro de masas mediante la

interfase de extraccion.

El paso de los iones desde el plasma (que se encuentra a presién atmosférica y
alta temperatura) hasta el analizador de masas (que esta a presiones del orden
de 10-8 bar y a temperatura ambiente) no es inmediato. Por ello el disefio de la
interfase de extraccion fue el proceso mas critico durante el desarrollo
comercial del ICP-MS. Tras la ionizacion los iones son extraidos desde un
primer cono de niquel refrigerado por agua (o “sampler”) a través de un
orificio de 1 mm de diametro forzados por una bomba de vacio rotatoria. Asi
pasan a una zona intermedia, antes de llegar a un segundo cono denominado
“Skimmer”, en el que la presién es aproximadamente de 1mbar. Esto origina
una expansion adiabatica que disminuye la temperatura del haz de iones. Tras
pasar el orificio del “Skimmer” los iones se encuentran a una presion de cerca

de 10-*mbar gracias a una bomba turbomolecular.

Para poder realizar medidas isotdpicas correctas debe tenerse en cuenta la
forma de trabajo y el diseno de la interfase de extraccion ya que la transmision
de dos is6topos de un mismo elemento no es la misma. Se han descrito dos
procesos dependientes de la interfase: el efecto “espacio-carga” y el efecto

“orificio”¢ (Figura 1.6).

El efecto “espacio-carga” consiste en la repulsién mutua que sufren los iones
del haz al abandonar el cono separador (“skimmer”). Por tanto, el nimero de
iones que son trasmitidos por la 6ptica iénica disminuye debido a que los iones
mas ligeros son desviados en un mayor grado mientras que los mas pesados

permanecen en el centro del haz iénico.

El efecto “orificio” también produce enriquecimiento en los iones mas pesados.
En la regién situada en la interfase de extraccion, se produce un chorro

supersonico de iones, &tomos y moléculas que se expande en funcién de su
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energia cinética. Los iones mds ligeros, con menor energia cinética, se
expanden en mayor proporcién que los pesados por lo que serdn eliminados

preferentemente por el sistema de vacio.

En ambos casos aumenta la llegada de is6topos de mayor masa al analizador de
masas, ya que su trayectoria es mas recta, en detrimento de los mas ligeros.
Este efecto fisico se conoce como la discriminacién de masas y origina una
desviacion de las relaciones isotépicas medidas, por lo que debe ser

corregido?’.

Acoplamiento LC-ESI-MS

Las mejoras aportadas en el andlisis de moléculas organicas mediante la

ionizacion por electrospray (ESI, Electrospray lonization), sobre todo en el
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Figura 1.6 Interfase de extraccion del ICP-MS, donde se observan las etapas que

originan problemas de discriminacién de masas.
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campo del analisis de proteinas, fueron tan importantes que le valieron a John
Bennett Fenn el premio Nobel en quimica del 2002. En esencia, en ESI las
moléculas de interés contenidas en un liquido pasan a través de un tubo fino al
que se aplica un alto voltaje electroestatico, del orden de 3-4 kilovoltios. A
continuacion el liquido sale formando un fino aerosol de gotas cargadas a las
que se les aplica un flujo de nitrégeno a contracorriente para evaporarlas. A
medida que disminuye el tamafio de las gotas la repulsién colimbica entre
cargas dentro de las gotas aumenta hasta el punto en que estas son expulsadas
en fase gas desde la superficie y se obtienen iones cargados libres que son

conducidos hasta el detector de masas.

Como ocurre en el ICP, la fuente de iones se encuentra a presion atmosférica
mientras que el detector de masas se encuentra en condiciones de alto vacio.
Por ello también se emplea un sistema de vacio diferencial. Asi, es posible que
también se dé el efecto de la discriminacién de masas, aunque éste es un tema

que todavia no ha sido descrito®.

A diferencia del ICP la fuente electrospray es una técnica de ionizacién suave
que permite medir la molécula protonada (en la forma de M+H+*) o
desprotonada (M-H-) sélo cambiando la polaridad del voltaje. La eleccion del
modo positivo o negativo en el ESI dependera de las caracteristicas fisico-
quimicas del analito seleccionado. Esta técnica ha sido empleada a lo largo de

los articulos 2, 3,4y 5 como podra consultarse mas adelante.

La forma de ionizacién suave del electrospray presenta, por una parte, la gran
ventaja de proporcionar informacién molecular y, por otra, un grave problema,

su talén de aquiles?7: el efecto matriz.

El efecto matriz consiste en una alteraciéon de la eficiencia de ionizacion
causada por la co-elucion de otros compuestos junto a los analitos.
Tedricamente puede afectar en los dos sentidos, pudiendo producir tanto una
exaltacion como una disminucidn de la sefial de los analitos. Sin embargo, en la

gran mayoria de las situaciones esta asociado a una supresién de la sefial que
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puede desembocar en la pérdida total de la misma. Diversos autores han
demostrado que el efecto matriz es mas acentuado en las fuentes que utilizan
electrospray comparadas con cualquiera de las otras fuentes de ionizacion
utilizadas en compuestos moleculares?829. La supresion de la sefial en la fuente
ESI puede ser debida a diferentes mecanismos. Entre ellos, la competicién por
el exceso de carga en la superficie de la microgotas del aerosol o la
modificacion de la viscosidad y tension superficial que dificultan la llegada de

los analitos a la superficie de la gota y su posterior evaporacién30.

Ante este problema, existen diversas soluciones para reducir el efecto matriz.
La mas sencilla es diluir el extracto de muestra para asi reducir la cantidad de
matriz que llega de forma simultdnea a la fuente, pero la sefial del propio
analito también se vera reducida3l. También se puede disminuir mediante la
separacién cromatografica de los componentes de la matriz que lo producen, la
extraccion selectiva de los compuestos de interés o bien mediante un
tratamiento de muestra mas exhaustivo. El principal inconveniente de todas
ellas es que aumenta de forma considerable el tiempo de desarrollo de los

métodos3032.33,

Otras estrategias empleadas para compensar el efecto matriz estan basadas en
el uso de distintos tipos de calibrados, entre los que se incluyen la realizacion
de curvas de calibrado preparadas en matriz, las adiciones estandar y el uso de
trazadores enriquecidos isotépicamente. Un estudio exhaustivo de todas estas

aproximaciones sera tratado en el cuarto capitulo de esta tesis.

1.3.5 Validacion de métodos

Proporcionar informaciéon analitica fiable es, sin duda, el propoésito de la
quimica analitica. La validacién de la metodologia analitica previamente a su
aplicacion es la etapa imprescindible para asegurar la fiabilidad de los

resultados que ésta pueda proporcionar. Existen multitud de criterios que
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deben cumplirse para la validacion de métodos desarrollados en quimica
analitica. Normalmente, para seleccionar la normativa vigente para la
validacién de métodos se debe tener en cuenta el tipo de analitos, la matriz, el
territorio de aplicacién de la metodologia e incluso la concentracién en la

muestra.

La validacidn tipica en las determinaciones elementales implica la aplicacién
de la metodologia analitica desarrollada al andlisis de materiales de referencia
certificados (CRM, Certified Reference Material). En el analisis de compuestos
organicos también se aplica este criterio pero dada la alta variabilidad tanto de
compuestos como de matrices resulta practicamente imposible encontrarlos.
Por ello, la forma mas usual de validar métodos de andlisis de compuestos
organicos es mediante la adiciéon de una cantidad conocida de analitos a una
muestra idealmente blanca, o en otras palabras, que no contenga a los analitos
de interés. Esta metodologia de trabajo se conoce como estudios de

fortificacion.

Los estudios de fortificacion suelen incluir la comprobacion del intervalo de
linealidad de la curva de calibrado, la repetibilidad (en el mismo dia) y la
reproducibilidad (en dias distintos) de los resultados, la exactitud a través de
estudios de recuperacion de la cantidad de analito anadida (los tres tipos de
ensayo llevados a cabo a varios niveles de concentracion) y el establecimiento
del limite de cuantificacion que se puede alcanzar. En oposicion a los criterios
tipicos de validacién IPD no requiere de estudios de linealidad ya que no
precisa de curvas de calibrado. Aunque si resulta necesario establecer la

cantidad de trazador a afiadir.

La confirmacién de compuestos organicos esta basada en la sefal relativa que
ofrecen dos de sus SRM cuando su patrén esta preparado en disolvente.
Siempre que no haya una legislacién especifica para los analitos estudiados, la
validacién general de métodos de analis por laboratorios de referencia esta

supeditada a la Decisiéon 2002/657/EC de la Comisiéon Europea34, en la que se
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establecen las tolerancias maximas entre dos transiciones SRM del analito
cuantificado en funcién de su intensidad relativa. Otro criterio queda recogido
en la actual guia SANCO/12571/201335 que, a diferencia de la anterior,
establece como limite una tolerancia maxima del 30% para todas las

intensidades relativas.

Una forma de confirmacién de compuestos organicos en IPD fue la aplicada por
Castillo et al36 en la cual hizo uso de correcciones matematicas para
compensar la aportacion del trazador isotopico a la transicion de confirmacion.
Sin embargo, la mayoria de trabajos de IPD no incluyen esta forma de
confirmacion puesto que se utilizan diversas transiciones en la metodologia de

cuantificacion3’.

Tabla 1.1 Tolerancias maximas aceptadas para las intensidades relativas
mediante LC-MS/MS de acuerdo a la Decision 2002/657/EC de la Comision

Europea3+.

Intensidad Relativa (% del pico base) | Tolerancia aceptada por LC-MS/MS
>50 % +20%
>20%al50 % +25%
>10 % al20 % +30%
<10% +50%
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2.1 Introduccion

El cromo, con simbolo atdomico Cr, es un elemento de caracteristicas metalicas
que fue descubierto en 1797 por el quimico francés Nicolas-Louis Vauquelin.
Ocupa el puesto veintiuno en el orden de elementos mas abundantes en la
corteza terrestre, encontrandose a un nivel de 102 mg/Kg. En la naturaleza no
existe como cromo elemental y la forma mas comuin de obtenerlo es a partir
del mineral cromita (FeCr;04). Su presencia en pequenas proporciones aporta
el color verde a la esmeralda y el rojo al rubi. Por ello, este elemento debe su
nombre a la pronunciada variedad de colores que genera, derivando de la
palabra griega chromos, cuyo significado es color. Con un nimero atémico de
24 y un peso atomico promedio de 51.996, presenta un total de cuatro is6topos
estables (5°Cr, 52Cr, 53Cr y 54Cr). Existen ademas cuatro posibles estados de
oxidacién para el cromo que van desde el +2 al +6, siendo los mas comunes en
el medio ambiente el Cr(III) y Cr(VI)L

Por una parte, el cromo trivalente (Cr(IlI)) es considerado un elemento traza
esencial para los organismos vivos y es necesario para el metabolismo de
grasas y carbohidratos, asi como en el metabolismo de la glucosa. La falta de
ingesta de cromo trivalente provoca el aumento del nivel de azicar en sangre,
de los niveles de triglicéridos y del colesterol, aumentando por tanto el riesgo
de sufrir diabetes y afecciones cardiacas2. En cambio se sabe que los
compuestos de cromo hexavalente (Cr(VI)) son agentes toxicos y
carcinogénicos para una gran variedad de organismos. Las especies de Cr(VI)
se absorben a través de los pulmones, el tracto digestivo, las membranas

mucosas y la piel. Estas caracteristicas tan dispares se deben a que la toxicidad,

57



Determinacion de cromo en muestras sélidas medioambientales

movilidad y biodisponibilidad del cromo depende en gran medida de su forma
quimica. La mayoria de los compuestos de Cr(VI) son muy solubles, moéviles y
biodisponibles en comparacién con las especies de Cr(Ill). Dado que las
propiedades fisico-quimicas de cada una de estas especies son tan dispares, es
imprescindible cuantificarlas de forma individual. En quimica analitica la
caracterizacion y determinacion de las especies de un elemento en una
muestra se conoce como analisis de especiacion. En la determinacion de
metales, este tipo de cuantificacion es de vital importancia ya que el impacto de
un elemento so6lo puede ser dilucidado cuando todas las formas quimicas en las

que pueda encontrarse son identificadas y determinadas individualmente.

Las caracteristicas propias del cromo hacen que sea ampliamente utilizado en
la elaboracién de aleaciones, compuestos quimicos y de productos refractarios.
En la actualidad, entre el 60-70% del cromo producido se utiliza en aleaciones,
principalmente en forma de acero inoxidable, y un 15% se utiliza en procesos
quimicos industriales, incluyendo tintes para pieles, pigmentos, catalizadores y
cromados. En la actualidad, su elevada demanda a nivel mundial encabezada
por la potencia emergente China, ha derivado en un continuo aumento de la
produccién desde principios de los afios noventa. Este hecho queda recogido
en la dltima encuesta del Servicio Geologico de los Estados Unidos (USGS,
United States Geological Survey) segun la cual la produccién mundial en 2013
alcanzo6 las 2.6-107 toneladas3. Aproximadamente la mitad de la produccién
mundial de cromita se extrae de Sudafrica, aunque también se obtiene en
grandes cantidades en Kazajistan e India, y en menor escala en Estados Unidos
y Europa. En concreto, destaca el caso de Estados Unidos donde el cromo es
uno de los metales mas criticos e importantes estratégicamente en el ambito
econoémico. Por ejemplo, en 2013 este pais utiliz6 alrededor del 6% de la
produccién mundial de cromita para la producciéon de compuestos quimicos y

de cromo metalico, pero sobre todo para la produccién de acero inoxidable.

La gran utilizacion del cromo a escala mundial ha provocado que éste se haya

convertido en un serio contaminante del aire, del suelo y del agua. Volviendo al
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caso de Estados Unidos, su produccién masiva ha originado que cientos de
lugares de este pais estén expuestos a contaminacién por Cr (VI). Por ello, la
EPA (Environmental Protection Agency), la organizacién encargada de la
proteccién del medio ambiente en EEUU estableci6, en el afio 1991 como
medida de seguridad, un nivel maximo de cromo total en aguas potables de 0.1
mg/L. Dicho limite incluia la suma de todas las especies de Cr(III) y Cr(VI). No
obstante, esta medida no es suficiente ya que una concentracion de 0.1 mg/L
del oligoelemento Cr(III) no implicaria un riesgo para la salud pero si lo seria el
mismo nivel de Cr(VI). A pesar de las caracteristicas carcinogénicas del cromo
hexavalente, no fue hasta abril de 2014 cuando se estableci6, por vez primera
en EEUU, una regulacién especifica para este compuesto en aguas potables en
el estado de California, reduciéndose el nivel maximo permitido a sélo 0.01
mg/L% En el caso de la normativa vigente en Espafia, los niveles maximos
recomendados son aun mas restrictivos, estableciéndose un maximo de 0.005

mg/L para el Cr(VI) en aguas superficiales®.

Aunque la legislacion vigente gira en torno a los niveles de cromo disuelto en
aguas, la principal fuente de contaminacién se encuentra en los suelos
cercanos a vertidos industriales. El cromo contenido en estos vertidos pasa,
mediante lixiviacidn al suelo, pudiendo finalmente alcanzar las aguas
subterraneas. Por este motivo, es necesaria la monitorizacion de los niveles de
cromo en suelos para asi poder controlar el problema desde la raiz. De acuerdo
con la legislacién vigente de la EPA, el limite permisible de cromo hexavalente
en suelos debe ser obtenido mediante el Procedimiento de Lixiviaciéon para
Caracterizar la Toxicidadé (TCLP, Toxicity Characteristic Leaching Procedure),
que simula las condiciones de lixiviaciéon de contaminantes que ocurriria en un
vertedero. De forma breve, este analisis consiste en una extracciéon con una
solucién tamponada de acido acético en una proporciéon 1:20 con la muestra,
durante 18 horas. En el caso del cromo la concentraciéon obtenida mediante
TCLP debe ser inferior a 5 pg/L para cumplir con la legislacion

norteamericana. Sin embargo, tal y como sefialan Unceta et al.?, todavia no
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existe una legislacion que establezca unos limites concretos para la

concentracion de cromo en muestras soélidas.

Metodologias de andlisis

La determinacion de las cantidades relativas de Cr(VI) y Cr(IlI) presentes
inicialmente en una muestra resulta un proceso sumamente complicado.
Debido a procesos de oxidacién-reduccion, las dos formas de cromo pueden
interconvertirse durante el tratamiento de muestra. Como ya se ha comentado,
dado que las caracteristicas del Cr(III) y del Cr(VI) son tan dispares, no es
suficiente especificar la concentracién total de cromo que se encuentra en la
muestra, sino que deben conocerse sus concentraciones de forma individual.
En una muestra liquida o extracto las interconversiones entre estas dos
especies dependen del potencial redox(Eh) y del pH del medio (Figura 2.1),
que se ven afectados a su vez por la presencia de agentes oxidantes y
reductores en la matriz de la muestra. En disolucién, el Cr(IIl) es estable a
valores de Eh y pH bajos. En cambio, a valores elevados de Eh y pH esta
favorecida la especie de Cr(VI) mientras que el Cr(IlI) precipita como
hidroxido. Por otra parte, es necesario tener en cuenta durante el analisis el
envejecimiento de los hidroxidos de Cr(IlI), ya que los hidréxidos
recientemente formados tienen mayor tendencia a oxidarse pudiendo originar
resultados incorrectos8. Ademas las interconversiones entre ambas especies
son muy frecuentes también durante las etapas de almacenamiento y/o

durante el proceso de medida.
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Figura 2.1 Diagrama de estabilidad Eh-pH para el cromo. Adaptado de Ball y
colaboradoress.

Cuando nos enfrentamos al analisis de muestras sélidas la determinacion de
las distintas especies es todavia mas compleja. Suelen encontrarse tanto
agentes reductores del Cr(VI) como oxidantes de Cr(Ill), que se extraen
junto a estasespecies de cromo. Asi estos pueden interactuar en la fase liquida
con el cromo extraido, originando interconversiones incontroladas en los
procesos de tratamiento de muestra. Entre los reductores mas comunes
en suelos y sedimentos se encuentran un gran nimero de especies que
contienen Fe(Il), sulfitos, acidos hiimicos y diversos compuestos organicos, y
entre los oxidantesde Cr(IIl) peréxido de hidrégeno, oxigeno disuelto y éxidos
de manganeso®. Lacorrecta especiaciéon en muestras sélidas se va a tratar
en el primer articuloincluido en esta tesis, el articulo cientifico 1, como se

podra ver mas adelante.
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El tratamiento de muestras sélidas habitual para la determinacién de cromo
exige una extracciéon previa que solubilice todas sus formas presentes en la
muestra. También existen otras técnicas recientes, como por ejemplo la
ablacién laser acoplada a la espectrometria de masas de resonancia de ion
ciclotrén con Transformada de Fourier (LA-FTICRMS), que permite el analisis
directo en muestras solidas evitando la etapa de extraccion. Mediante este
analisis la especiacidn es posible ya que los clisteres de iones son distintos en
funcién de la especie de cromo, lo que permite una diferenciacién entre 6xidos
de cromo trivalente y hexavalente. Sin embargo, en la actualidad, el ambito de
aplicacion de esta estrategia queda reducido a muestras puras o en mezclas
simples de las distintas especies y alin resulta complicada su cuantificacién?. El
procedimiento de extraccién de las formas de Cr(VI) mas utilizado es el
método EPA 3060A. Consiste en una digestion en medio basico (0,28 mol/L
Na;CO3 + 0,5 mol/L NaOH) a 90-952C durante 60 minutos. En el extracto las
formas caracteristicas de las distintas especies son habitualmente el hidréxido
de cromo (Cr(OH)4) para el cromo trivalente y el anién cromato (Cr0O42-) para
el hexavalente. En teoria, este método es capaz de extraer todas las formas de
Cr(VI) ya sean solubles, adsorbidas o precipitadas, ademas de minimizar la

interconversion entre especies.

Tras la extraccion de las formas de cromo, la forma clasica de determinar la
cantidad total de éste en los extractos liquidos es mediante espectrometria de
masas con fuente de plasma de acoplamiento inductivo (ICP-MS),
espectrometria de emisiéon atémica con plasma acoplado inductivamente (ICP-
AES) o mediante espectrometria de absorciéon atémica (AAS). No obstante,
cuando se necesita conocer de forma detallada la cantidad de cada una de las
especies, es imprescindible una separacion previa del Cr(IlI) y Cr(VI). Para
poder cuantificar de forma especifica al cromo hexavalente, la EPA propone las

siguientes metodologias:

- Método 7195. Este método esta basado en la separacion del Cr(VI) de la

disolucién mediante su coprecipitaciéon como cromato de plomo con
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sulfato de plomo en una solucidn de acido acético. Tras su reduccién a
Cr(III) se determina mediante AAS.

- Método 7196A. Método colorimétrico en el que se hace reaccionar el
cromo hexavalente con difenilcarbazida en medio acido para formar un
complejo coloreado, que absorbe a 540 nm.

-  Método 7197. Se forma un quelato de cromo hexavalente con
pirrolidinditiocarbamato amédnico, que tras extraerlo se detecta
mediante AAS.

- Método 7198. Método polarografico en el que se mide el pico de
corriente producido por la reduccién de Cr(VI) a Cr(III) en un electrodo
de gotas de mercurio durante una rampa de pulsos diferenciales

- Método 7199. Método basado en la separacion de las especies por la
cromatografia i6nica en medio basico tamponado, seguido de una
medida colorimétrica similar al 7196A por derivatizacion post-

columna con difenilcarbazida.

El problema latente en todas las metodologias descritas anteriormente es que
ninguna de ellas es capaz de corregir las interconversiones que puedan ocurrir
durante los procesos de extraccion y medida de las muestras. Este
inconveniente fue resuelto en 1998 en el grupo de Kingston mediante la
aplicacion de espectrometria de masas de dilucién isotdépica especifica en
cuanto a la especie (SSIDMS)1011, Este método, basado en la medida de
relaciones isotdpicas, se caracterizaba por su capacidad de corregir las
reacciones de interconversién entre especies de un mismo elemento mediante
la adicién de compuestos marcados isotopicamente para cada una de las
especies. A su vez, las investigaciones llevadas a cabo fueron recogidas bajo la
patente US 5414259 A!2, bajo el titulo genérico “Metodologia para la
especiacion mediante espectrometria de masas de diluciéon isotdpica”.
Finalmente, diez afios mas tarde esta metodologia fue adoptada por la EPA en
su método 680013 “Espectrometria de masas de dilucidn isotopica elemental y

por especies”.
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En este capitulo se muestra el desarrollo de un método para suelos y
sedimentos basado en extraccion por microondas que mejora las
caracteristicas del método EPA 3060A. Con este procedimiento se minimizan
las interconversiones entre Cr(IlI) y Cr(VI) y se corrigen las que se puedan dar
mediante el uso de trazadores marcados isotdpicamente. Para ello se ha hecho
uso de las ecuaciones IPD (que emplean abundancias isotdpicas, ver seccion
1.2.3) junto a balances de masa adicionales, con el propdsito de obtener las
concentraciones originales de Cr(IlI) y Cr(VI) en la muestra. Cabe comentar
que la minimizacién de la oxidacion de Cr(IlI) a Cr(VI) es suficientemente
efectiva como para evitar el uso del segundo trazador isotdpico. Con ello se
simplifican las etapas de calculo y se reduce el coste de aplicar esta
metodologia. El procedimiento se explica detalladamente en la siguiente

seccion.
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2.2 Método rapido y exacto para la determinacion de
Cr(V) en muestras sodlidas basado en

espectrometria de masas de dilucion isotdpica

En la primera contribucién cientifica de esta tesis se incluye la optimizacién y
validaciéon de un nuevo método para la determinacién de cromo hexavalente
en muestras sélidas mediante ICP-MS. Para ello, la separaciéon y posterior
cuantificacién de las especies de cromo Cr(IlI) y Cr(VI) se basé en el
acoplamiento de la cromatografia liquida de intercambio aniénico a un
detector de masas con un cuadrupolo, utilizando como fuente de iones el

plasma de acoplamiento inductivo.

De forma general, las principales mejoras alcanzadas en este método
fueron su alta fiabilidad y reduccién del tiempo total de andlisis, caracteristicas

basicas en todo método de rutina.

Una de las etapas de este trabajo que requiri6 mayor esfuerzo fue la
optimizacién de la extraccién de las especies de cromo mediante la aplicacién
de microondas focalizadas (MAE), hecho que permitié reducir el tiempo de
extraccion cuantitativa de 1 hora (de acuerdo con el método estandar de la
EPA 3060A) a 10 minutos. Ademads, mediante la adicién de agentes
complejantes en la fase extractante, en concreto EDTA (Acido
etilendiaminotetraacético), se estabilizaron las especies de cromo trivalente,
hecho que facilité su extracciéon y posterior cuantificaciéon. La Figura 2.2
muestra el esquema de funcionamiento del sistema de microondas focalizadas
utilizado. Este dispositivo se caracteriza por su capacidad de focalizar la
radiacién de microondas hacia el recipiente que contiene la muestra sélida y el
extractante. Dadas sus caracteristicas técnicas fue posible controlar factores
tales como la temperatura (incluida la realizaciéon de rampas, mediante el

sensor por infrarrojos), la presion y la velocidad de agitacion.
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Durante el proceso de optimizaciéon de las condiciones de extraccidn, se
observo que la aplicacion de dos ciclos de extraccion a distintas temperaturas
(5 minutos a 90°C seguidos de 5 minutos a 110°C) permitia una extraccion
cuantitativa del cromo hexavalente. A su vez, estas condiciones ofrecieron
valores despreciables de oxidacion de Cr(III) a Cr(VI) y valores muy bajos de
reduccion del Cr(VI) a Cr(IlI). La optimizacién de esta etapa de extraccién se
llevo a cabo utilizando materiales de referencia certificados (CRM). Al tratarse
de muestras soélidas los ensayos de fortificacion son menos adecuados para
asegurar la exactitud del método, puesto que los analitos afiadidos sobre la

muestra no quedan unidos de la misma forma que los enddgenos.

Es importante sefialar que la derivatizacion de la especie de cromo trivalente
Cr(IlT) con EDTA, para formar la especie negativa [Cr(EDTA)],, permitié su
separacién de la de cromo hexavalente presente en forma de CrOs2mediante
cromatografia liquida de intercambio anidnico. El correspondiente
cromatograma se puede consultar en el articulo cientifico 1, incluido en este

capitulo.
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Figura 2.2 Esquema del sistema de microondas focalizadas.
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La reduccién del tiempo de andlisis no se limité sélo al tratamiento de muestra
sino que también se disminuyé haciendo uso de la metodologia de calculo de
deconvolucién de perfiles isotopicos (IPD) que, como ya se ha comentado en la
introduccion, evita el uso de curva de calibrado. En el caso del cromo fue
necesario estudiar y corregir las posibles interconversiones entre las especies
durante los procesos de tratamiento de muestra y medida. Para ello se
utilizaron dos trazadores isotopicos distintos: el 53Cr(III) y el 50Cr(VI). A través
de la monitorizacion de estos, y estableciendo balances de masa adicionales a
los habituales a IPD, fue posible corregir los procesos de oxidacién del Cr(III)
con el 53Cr(III) mientras que la reduccién del Cr(VI) se corrigié haciendo uso
del trazador 50Cr(VI). En los siguientes apartados se van a desglosar tanto las
ecuaciones para el calculo de la concentraciéon de cada una de las especies de
cromo, como las que se aplicaron para corregir la discriminacién de masas. Por
ultimo, se describen las principales interferencias espectrales del cromo en el

detector de ICP-MS y las medidas tomadas para su eliminacion.

Desarrollo de las ecuaciones de IPD y factores de interconversién

Tal y como se ha comentado en apartados anteriores, cuando existen procesos
de transformacion entre las distintas especies de un elemento las ecuaciones
tradicionales de IPD no son suficientes. Dado que el compuesto natural y el
trazador isotépico presentan un comportamiento idéntico, los posibles
procesos de transformaciéon que afectan a una sola especie no influyen en el
resultado del calculo mediante IPD. Sin embargo, cuando existen procesos de
interconversion entre diferentes especies quimicas, el resultado del calculo no
coincide con la composicién real si no se conoce la extension de cada uno de
los procesos de conversion. Por ello, a continuaciéon se van a describir todos los
balances de masas utilizados para realizar las cuantificaciones en las muestras

utilizadas en el método desarrollado.
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En primer lugar, se establecieron los balances molares para cada una de las
especies en la mezcla una vez se han producido las posibles interconversiones

y se ha alcanzado el equilibrio entre especies:

cr{in _ yCrdin cr{in crin
Nm - Nnat + Ntl,Cr(VI) + NtZ,Cr(III) (1)
cr(Vvl) _ pCr(VI) cr(vi) cr(VI)
Nm - Nnat + Ntl,Cr(VI) + NtZ,Cr(III) (2)
Doénde:
. N,,Cf(m) moles de Cr(IlI)en la mezcla
" Nfgt(m) moles de Cr(IlI) en la muestra
. Ngélrl(lal) moles de Cr(III) reducidos a partir del trazador 1 de 50Cr(VI)
. Nggrl(?”) moles de Cr(III) en el trazador 2 de 53Cr(III)
. N,f[(VI) moles de Cr(VI)en la mezcla
. Nrfggw) moles de Cr(VI) en la muestra
. Ntclrgg”) moles de Cr(VI) en el trazador 1 de 5°Cr(VI)
. Ntczrgg”) moles de Cr(VI) oxidados a partir del trazador 2 de 53Cr(III)

Como se mostro en el capitulo anterior, se pueden establecer estos balances
molares para cada uno de los isétopos de un elemento haciendo uso de las
abundancias isotdpicas. Asimismo, dividiendo cada uno de estos balances de
masas por el nimero total de moles, se obtienen las expresiones en funcién de
las fracciones molares. Si se reagrupan estas expresiones en forma matricial, la
expresion obtenida para calcular las fracciones molares de Cr(Ill) en la

muestra, asi como del trazador 1 y del trazador 2, es la siguiente:
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50 50 50 50
Am,Cr(III) Anat Atl,Cr(VI) AtZ,Cr(III) XCr(III) 50
452 452 452 452 nat e
mcr(mn)| _ |[“nat t1,cr(vi) e2,cr(in) | || yCrin ed2
AS3 T 453 453 AS3 trervn | T 53 (3)
m,Cr(I1I) Ajar t1,cr(vi) t2,cr(n cr(in 54
A54- A54- A54- A54- XtZ,CT(III) e
m,Cr(IIT) nat t1,cr(vi) t2,cr(IIn)

De la misma forma, la matriz de calculo aplicada al cromo hexavalente, Cr(VI)

es:
5 5 5
ATY(l),CT(VI) A% Atf,Cr(VI) Atg,Cr(III) [ xS q 50
452 452 52 452 nat e
mervn | _ |Anat - Aeervn Aezeram || yCrevn e52 4
453 453 453 A53 |Aeveron | T e53 (4)
m,cr(VI) Aot £1,Cr(VI) £2,cr(II) crvi) ot
e

lAErf:Cr(VI)J 1454, AZtcrorn) Afg,Cr(m)J t2,cr(I11)

Cabe recordar que Ain’Cr(,”) y Ain_CT(VI) son las abundancias experimentales
para cada is6topo medidas en el pico de Cr(III) y Cr(VI), respectivamente,
después del proceso de mezcla, mientras que Al,, AL, y Al, son las
abundancias de los compuestos puros (natural o marcado). Estas, se pueden
obtener de los valores teoricos tabulados y de los correspondientes
certificados. La resolucion del sistema de ecuaciones proporciona las

fracciones molares de cada perfil isotépico en los picos de Cr(I1I) y Cr(VI).

Una vez obtenidos los valores de las fracciones molares, la cantidad total de

Cr(Ill) y Cr(VI) en la mezcla, Nrflr(m) y N,flr(w), se puede calcular con las

expresiones (5) y (6), utilizando las cantidades iniciales de trazadores N ¢,y

(de S°Cr(V)) y Nea,crmy-

_ yCrvn cr(vr) cr () cr(Iirn)
Nevervn = th,Cr(VI) "Ny + th,Cr(VI) "Ny (5)

_ yCrvD cr(v) cr(Iin cr(Iin
Nez,cram = XtZ,Cr(III) "N + XtZ,Cr(III) "N (6)
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Si se definen los factores de conversidn, F1 como la cantidad relativa de Cr(VI)
transformada en Cr(Ill) y F2 como la cantidad de Cr(IlI) transformada en

Cr(VI), se pueden calcular de la siguiente manera:
F1
Cr(VI) - Cr(III)

F2
cr(in = cr(vi)

crqiny . Crdll

X N.

71 = JaerwnNm 7
Nti,crvn
crvn L Cr(vi
o = Xez,crin Nm (8)

Nez,cr(in

Finalmente, se pueden obtener las concentraciones corregidas para la muestra
aplicando los factores de conversién, a partir de la resoluciéon del siguiente

sistema de ecuaciones:

Cr(lll Cr(lll cr(II cr(Vi

Xngg ). Nmr( ) = Nmz(estla(l —F2)+F1- Nmz(est)ra )
cr(VI cr(VI cr(VI Ccr(I11

Xngg ) Nmr( ) = Nmz(est)ra (1-F1)+F2- Nmz(est)ra (10)

Correccién de la discriminacién de masas

Ya se ha comentado en la introduccién que la discriminacién de masas,
provocada por los efectos “orificio” y “espacio-carga” en la interfase, conlleva
una transmision mas eficiente de los iones mas pesados respecto a los de
menor masa. Si este efecto no se corrige las relaciones isotépicas o las
abundancias isotépicas medidas experimentalmente en un ICP-MS estaran
sesgadas favorablemente hacia los is6topos mas pesados. El error sistematico
cometido es proporcional a la diferencia de masa entre dos isétopos
cualesquiera de un elemento dado. Para la correccién de la discriminacién de

masas se han propuesto diversas funciones. Todas se basan en la comparacién
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entre las relaciones isotdpicas teodricas de un elemento y las medidas
experimentalmente. En este trabajo se ha asumido una dependencia lineal del
efecto de discriminaciéon de masas con la diferencia de masa de los isotopos en

los que se mide la relacién.

Rexperimental—Rteérica
K== 6 (11)
Rtesrica-AM

Siendo:

Abundancia teérica *Cr

o Rteérica -

(tabulada)

Abundancia teérica Pcr

Abundancia experimental *Cr
°

R . =
experimental Abundancia experimental ber

e AM, diferencia de masa entre los is6topos ay b

El is6topo b se toma como referencia y se calculan las relaciones isot6picas del
resto de isOtopos respecto a éste, tanto para las abundancias teoricas
(tabuladas o certificadas) como para las medidas experimentalmente.
Posteriormente, la representaciéon del factor (Re-RJ/R: frente a AM

proporciona una recta cuya pendiente coincide con el valor de K. Las
i

. . i 1 . ;
abundancias experimentales se calculan como A' = 5T siendo I el area de

i

pico de Cr(III) y Cr(VI) en el cromatograma para cada isétopo.

La constante de discriminacién de masas K se obtiene para un patrén que se
inyecta cada tres muestras. Para estas tres muestras se usa la media de los dos
valores de K obtenidos de los patrones que las engloban y se calculan las
relaciones isotdpicas (ecuacion 12) y las abundancias corregidas (ecuacion 13)

Rexperimental
Rcorregida - 1+KAM (12)
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— Réo.rregida (13)

i
spike i
p X Rcorregida

Interferencias espectrales

La determinaciéon de cromo mediante ICP-MS aplicando Dilucién Isotdpica no
es sencilla debido tanto a las interferencias isobaricas producidas por el 5¢Fe
como a las interferencias poliatémicas de diferentes isétopos producidas por
carbono, oxigeno, cloro y argon. Todas estas posibles interferencias se han

recogido en la tabla siguiente.

Respecto a las interferencias poliatémicas que afectan a la determinacién del
cromo, las principales son 40Ar12C+, 40Ar13C+, 37Cl160Q+ y 40Ar13CtH*. El uso de un
ICP-MS con celda de colisién/reaccién y el empleo de He como gas de colisién
las reduce de forma suficiente. Para ello se seleccioné un flujo de He de 1.2
mL/min. En cuanto a las interferencias isobaricas debidas al 54Fe, estas se
evitan mediante el uso de un sistema cromatografico con conexiones de PEEK
(Polyether ether ketone) y componentes que no tienen acero a diferencia de los

sistemas tradicionales

Tabla 2.1 Composicion isotopica del cromo natural y principales interferencias

espectrales
Isétopo 50Cr 52Cr 53Cr 54Cr
Abundancia (%)? 4,3452(85) 83,7895(117) 9,5006(110) 2,3647(48)
Interferencias isobaricas - - - 54Fe
Interferencias 38Ar12C+ 40Ar1ZCH 37Cl1160+ 40Ar13CIH+
poliatomicas
36Ar14N+ 35C11601H+ 40Ar13C+ 37C11601H+
35CI170+ 40Ar12C1H+ 40 A 14N+

ayalores I[UPAC con incertidumbres expandidas.
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2.2.1 Articulo cientifico 1

Fast and Accurate Procedure for the Determination of Cr(VI) in Solid
Samples by Isotope Dilution Mass Spectrometry

Fabregat-Cabello, N., Rodriguez-Gonzalez, P., Castillo, A., Malherbe, J.; Roig-
Navarro, A. F.,, Long, S. E. & Garcia Alonso, |. I. G. Environmental Science and
Technology 2012, 46, 12542-12549
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ABSTRACT: We present here a new environmental measure-
ment method for the rapid extraction and accurate
quantification of Cr(V1) in solid samples. The quantitative
extraction of Cr{VI) is achieved in 10 minutes by means of
focused microwave assisted extraction using 50 mmol/L
Ethylendiamintetraacetic acid (EDTA) at pH 10 as extractant.
In addition, it enables the separation of Cr species by anion
exchange chromatography using a mobile phase which is a
1:10 dilution of the extracting solution. Thus, neutralization or
acidification steps which are prone to cause interconversion of
Cr species are not needed. Another benefit of using EDTA s
that :t allows to measure Cr{lll}-EDTA complex and Cr{V1)
ly in an alkaline ion solution. The applicat

of a 10 minutes focused microwave assisted extraction (5 min at
90 °C plus 5 min at 110 °C) has been shown to quantitatively extract all forms of hexavalent chromium from the standard
reference materials (SRM) candidate NIST 2700 and NIST 2701. A double spike isotope dilution mass spectrometry (IDMS)

was employed to study cf reactions. It was observed that the formation of a Cr{III}-EDTA
cumplr: avoided Cr(II1} oxidation for these two reference materials, Thus, the use of a double spiking strategy for quantification
is not required and a single spike IDMS procedure using isotopically enriched Cr(VI) provided accurate results.

B INTRODUCTION special attention has te be paid to such interconversion

Chromium is widely wsed in industrial applications as a
pigment, for clectroplating, leather tanning, and as a catalyst
These wses lead to continuous Cr emissions into the
environment where it is mainly found as Cr(lIl} and Cr(V1)
The hexavalent forms of chromium (mainly as CrO.") are
highly soluble, toxic, and carcinogenic. Instead, trivalent
chromium is less toxic and has been considered 2 micro-
nutrient, Nevertheless recent studies have demonstrated that
Cr{li) can originate eczema and DNA damage in cell-culture
systems.' Nowadays, the analytical focus is on the selective
determination of chromium{V1) cither in solid matrices {soils,
dust, welding fumes) or waters. The determination of
chromium(V1) in solid matrices is complicated because

quantitativ aof

reactions in every step of the sample treatment. The US.
Environmental Protection Agency (EPA) proposed in 1992 a
colorimetric method (7196A) for the determination of Cr(V1)
in ground waters based on its specific reaction with
diphenylcarbazide to form a colored complex. EPA Method
7199 also employs this reaction after a previous separation of
Cr{V1) and Cr(111} by ion chromatography.” In 1996, the U.S.
EPA promoted method 3060A to extract Cr(V1) from soluble,
adsorbed, and precipitated forms of Cr(VI) in seils, sludge,
sediments, and similar waste materials.’ This method employs
strong basic conditions using NaOH.-Na,CO, as extracting
solution for 1 h at %0 °C. None of these methods are capable of
correcting for the oxidation of Cr(lIl} and/or reduction of

Cr{li) c:kh« during

) VI) must be assured  C7(VI) which strongly depends on the nature of the sample.
while avoiding chromium redox interconversion reactions to Sa, improvement of the dure or an adequate
or the subseq chenical of the i rsion reactions is required to

analysis.”
ermination of chromium{V1) is normally carried out
Ty MS after the chromatographic separation of Cr(111) and
Cr(V1). The redox equilibrium between Cr(1II) and Cr{V1) is
highly affected either by differences in pH or by the addition
and/or presence of reducing or oxidizing agents. Therefore,

provide accurate Cr(V1) concentrations is solid samples.
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Fast and Accurate Procedure for the Determination of
Cr(VI) in Solid Samples by Isotope Dilution Mass
Spectrometry

Environmental Science and Technology, 46 (2012) 12542-12549.
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Julien Malherbe,* Antoni F. Roig-Navarro,b Stephen E. Long,c and J.
Ignacio Garcia Alonso *2
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ABSTRACT

We present here a new environmental measurement method for the rapid
extraction and accurate quantification of Cr(VI) in solid samples. The
quantitative extraction of Cr(VI) is achieved in 10 minutes by means of focused
microwave assisted extraction using 50 mmol/L ethylendiamintetraacetic acid
(EDTA) at pH 10 as extractant. In addition, it enables the separation of Cr
species by anion exchange chromatography using a mobile phase which is a
1:10 dilution of the extracting solution. Thus, neutralization or acidification
steps which are prone to cause interconversion of Cr species are not needed.
Another benefit of using EDTA is that it allows to measure Cr(III)-EDTA
complex and Cr(VI) simultaneously in an alkaline extraction solution. The
application of a 10 minutes focused microwave assisted extraction (5 min at 90
°C plus 5 min at 110 °C) has been shown to quantitatively extract all forms of
hexavalent chromium from the standard reference materials (SRM) candidate
NIST 2700 and NIST 2701. A double spike isotope dilution mass spectrometry

(IDMS) procedure was employed to study chromium interconversion
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reactions. It was observed that the formation of a Cr(IlI)-EDTA complex
avoided Cr(III) oxidation for these two reference materials. Thus, the use of a
double spiking strategy for quantification is not required and a single spike

IDMS procedure using isotopically enriched Cr(VI) provided accurate results.

KEYWORDS. Chromium (VI), isotope dilution mass spectrometry, microwave

assisted extraction.

1. INTRODUCTION

Chromium is widely used in industrial applications as a pigment, for
electroplating, leather tanning, and as a catalyst. These uses lead to continuous
Cr emissions into the environment where it is mainly found as Cr(IIlI) and
Cr(VI). The hexavalent forms of chromium (mainly as Cr04%) are highly
soluble, toxic, and carcinogenic. Instead, trivalent chromium is less toxic and
has been considered a micronutrient. Nevertheless recent studies have
demonstrated that Cr(IlI) can originate eczema and DNA damage in cell-
culture systems [1]. Nowadays, the analytical focus is on the selective
determination of chromium(VI) either in solid matrices (soils, dust, welding
fumes) or waters. The determination of chromium(VI) in solid matrices is
complicated because quantitative extraction of chromium(VI) must be assured
while avoiding chromium redox interconversion reactions to Cr(IIl) either

during extraction or the subsequent chemical analysis [2].

The determination of chromium(VI) is normally carried out by ICP-MS after
the chromatographic separation of Cr(Ill) and Cr(VI). The redox equilibrium
between Cr(III) and Cr(VI) is highly affected either by differences in pH or by
the addition and/or presence of reducing or oxidizing agents. Therefore,
especial attention has to be paid to such interconversion reactions in every
step of the sample treatment. The U.S. Environmental Protection Agency (EPA)
proposed in 1992 a colorimetric method (7196A) for the determination of
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Cr(VI) in ground waters based on its specific reaction with diphenylcarbazide
to form a colored complex. EPA Method 7199 also employs this reaction after a
previous separation of Cr(VI) and Cr(III) by ion chromatography [3]. In 1996,
the U.S. EPA promoted method 3060A to extract Cr(VI) from soluble, adsorbed,
and precipitated forms of Cr(VI) in soils, sludge, sediments, and similar waste
materials [4]. This method employs strong basic conditions using NaOH-
Na;CO03 as extracting solution for 1 h at 90 °C. None of these methods are
capable of correcting for the oxidation of Cr(IlI) and/or reduction of Cr(VI)
which strongly depends on the nature of the sample. So, improvement of the
extraction procedure or an adequate correction of the interconversion
reactions is required to provide accurate Cr(VI) concentrations is solid

samples.

Isotope dilution mass spectrometry (IDMS) is regarded as a primary
measurement method directly traceable to the International System of Units
[5]- The application of IDMS for the determination of Cr(VI) was first
reported by Nusko and Heumann [6] in 1994 with the analysis of waste waters
by thermal ionization mass spectrometry (TIMS). These authors employed a
double spike of Cr(IlI) and Cr(VI) both enriched in 53Cr. However, this
procedure was not able to correct for oxidation/reduction reactions of Cr(III)
and Cr(VI). The first method capable of correcting for Cr(III)-Cr(VI)
interconversion (both oxidation and reduction reactions simultaneously) was
published by Kingston and co-workers using double spike IDMS in waters[7]
and contaminated soils [8-10]. This strategy, denominated “Speciated IDMS”
by the authors, was later adopted by the U.S. EPA as method 6800 for the
determination of Cr(VI) in environmental samples [11]. The method requires
the addition to the sample, before extraction, of known amounts of
isotopically enriched Cr(IlI) and Cr(VI), each one enriched in a different
isotope. However, those methods [9-11] (including method EPA 6800 for
Cr(VI) determination in soils) make use of a particular strategy when
performing double spike IDMS. They are based on the addition to the sample

of a highly enriched 53Cr(VI) spike and an excess of a less expensive lowly
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enriched 5°Cr(III) spike before extraction [9-11]. This strategy is based on two
assumptions: (i) the enriched Cr(Ill) spike is easier to oxidize than
endogenous Cr(III) and (ii) the total amount of Cr(III) that can be oxidized is

limited regardless of the sample matrixand the extraction conditions applied

[9].

The development of analytical procedures for the extraction of Cr(VI) from
solid samples requires reliable reference materials. However, although there
are several available certified reference materials (CRM) of hexavalent
chromium in solid matrices, there is still little consensus on a reference
extraction methodology [12]. For example, during the certification process of
the Cr(VI) content in the Standard Reference Material NIST 2701
(contaminated soil), methods 71964, 7199, and 6800 were compared [13].
However, the results obtained using methods 7196A and 7199 were up to
40% lower than those obtained by Method 6800. In all cases, method 3060A
was employed for the extraction of Cr(VI). Recently, the analysis of the same
SRM 2701 by X-ray absorption near edge structure spectroscopy (XANES) in
the solid phase yielded Cr(VI) mass fraction values 6 times higher than the
certified value, [14] which is based on an EPA Method 3060A extraction.
Another example is the certification process of BCR-454 (welding dust loaded
on a filter) in which an alkaline extraction procedure similar to method
3060A was selected by most participating laboratories. The final certified
value, 40.16 * 0.60 mg/g of Cr(VI), was lower than the total chromium
value determined by instrumental neutron activation analysis (INAA) [15]
which was 49.6 + 2.8 mg/g. A final example corresponds to the certified
reference material CRM 041 which is a sandy clay soil certified for Cr(VI) at
86.4 mg/kg. The reference value was determined by using U.S. EPA method
3060A extraction and final determination by methods 7195, 71964, and 7199

in a round-robin exercise in which 21 laboratories participated.

Double spiking IDMS would be required for the optimization and selection

of the best extraction conditions for Cr(VI) from solid matrices. However,
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when performing Cr speciation analysis by double spike IDMS in solid
samples, it is not possible to prepare an isotopic spike matching all the Cr(III)
chemical forms occurring in the sample [9]. For this purpose the addition of
complexing agents during Cr(VI) extraction has been evaluated. Agents such
as ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), [16] diethylenetriaminepenta-
acetic acid (DTPA) [17] or ethylenediamine-N,N -disuccinic acid (EDDS)
[18] have been reported to improve the extraction efficiency of Cr(VI) and
the stabilization of the extracted Cr compounds. The use of EDTA as the
extracting solution has several advantages over other published extraction
procedures: first, it complexes trivalent chromium preventing its oxidation to
Cr(VI) throughout the analytical procedure and second it facilitates the
extraction of Cr(VI) from the solid sample by complexation of other metals
forming insoluble chromates [16]. This was demonstrated for insoluble
chromates such as PbCr0Os, BaCrO4 SrCrO4 diluted with SiO; when performing

an extraction procedure based on an alkaline (pH 8.5 or 9.5) ultrasonic
assisted extraction at 40 °C for 10 or 30 min [16-18].

We employ here double spike IDMS to evaluate a focused microwave assisted
extraction using EDTA as extractant for the determination of Cr(VI) in solid
samples. The aim of this strategy is to complex and stabilize not only the
added enriched Cr(IIl) spike but also the endogenous Cr(III) leached during
the extraction procedure. As a consequence, there is no need for the addition
of large amounts of isotopically labeled Cr(IlI) to prevent the oxidation of
endogenous Cr(III) as reported previously [9-11]. The extraction procedure
proposed here is carried out at 50 mmol/L EDTA at pH 10 and accelerated to
10 minutes by applying a focused microwave assisted extraction. Several

reference materials are analyzed to test the proposed methodology.
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2. EXPERIMENTAL SECTION
2.1 Instrumentation

Chromatographic separation of Cr(IlI) and Cr(VI) was performed with a
Dionex DX-120 HPLC System (Sunnyvale, CA) and a Dionex lon pack AS9-HC
anion-exchange column (PEEK, 4 x 250 mm x 9 pm). The detection of
chromium was carried out by ICP-MS using an Agilent 7500c quadrupole
instrument (Agilent Technologies, Tokyo, Japan) equipped with an octapole
collision cell, using helium as collision gas. A focused microwave system
Explorer Hybrid (CEM, Mathews, NC) equipped with temperature and
pressure feedback control and magnetic stirring was employed for the

microwave extraction of Cr(VI) from the solid matrices.

2.2 Reagents and Materials

All solutions were prepared in 18 MQ cm ultrapure deionized water. The
extractant and mobile phase employed were aqueous solutions at pH 10
containing 50 and 5 mmol/L EDTA, respectively. They were prepared by
dissolving ethylenediaminetetraacetic acid (Sigma, St. Louis, MO) in water
and adjusting the pH with NH40H (30%) (Merck, Darmstadt, Germany).

Enriched 50Cr(VI) and S33Cr(Ill) solutions were provided by ISC-Science
(Oviedo, Spain). The mass fractions of the isotopically enriched 59Cr(VI) in the
stock solution were quantified periodically by reverse isotope dilution
analysis against a natural abundance Cr(VI) standard solution prepared from
a potassium dichromate reference material purchased from BAM (Federal
Institute for Materials Research and Testing, Berlin, Germany). The natural
abundance solution of Cr(VI) was prepared by dissolving approximately 60
mg of K»Cr,07 in 60 mL of a NaOH solution at pH 12. The mass fraction of the
isotopically enriched 53Cr(III) was quantified by reverse isotope dilution
analysis using a Cr(IlI) natural abundance standard obtained from Fluka
(Buchs, Switzerland). No impurity of 53Cr(VI) was detected in the 353Cr(1II)

spike solution, or S0Cr(IlI) in the 5°Cr(VI) solution. The measured mass
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fraction of 53Cr-enriched Cr(III) was 847 * 7 pg/g (1s). A stability study of the
50Cr(VI) solution was performed over a period of four months. Table 1
shows the isotopic composition and mass fraction obtained by reverse IDMS
of both 50Cr(VI) and 53Cr(IlI) enriched spike solutions. A stability study of the
53Cr(IIl) solution was not carried out because the extent of Cr(Ill) oxidation
was found to be systematically negligible during the course of the
experiments. As can be observed in Table 1, no significant variations in the
50Cr(VI) mass fraction values were obtained with an average value of 164.9 *
3.9 pg/g (1s) and a RSD of 2.4% over the studied period.

Several reference materials were analyzed in this work: SRM 2701 (soil
containing chromite ore processing residue) purchased from NIST (National
Institute of Standards and Technology, U.S.), CRM BCR-545 (Welding dust
loaded on a filter) purchased from IRMM (Institute for Reference Materials
and Measurements, Geel, Belgium) and CRM041 (Sandy clay soil) purchased
from Resource Technology Corporation (Laramie, WY). A candidate Standard
Reference Material SRM 2700 (Hexavalent chromium in contaminated soil,
low level) was also provided by NIST and was also analyzed in this work. SRM
2700 is a 1:40 dilution of the SRM 2701 with ground high-purity quartz and

is still under certification process.

2.3 Procedures

Previous to sample preparation, all solid samples were homogenized by
mechanical shaking during 15 min at 30 rpm (3.14 rad/s). Typically, a
sample weight of ca. 100 mg (or 50 mg if the expected mass fraction of the
sample was higher than 500 pg/g) was weighted in a 10 mL microwave test
tube. EDTA is a good buffer itself at pH 10 because of the pKa of EDTA is 10.24
so the extracting solution was prepared dissolving the EDTA in water and
then adjusted to pH 10. Then, a volume of 5 mL of the extracting solution (50
mmol/L EDTA aqueous solution at pH 10) was added and weighed amounts
ofthe isotopically labeled 53Cr(III) and °Cr(VI) were added according to the
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Table 1. Isotopic composition (% abundance) of the enriched 5°Cr(VI) and enriched

53Cr(III) spike solutions employed in this worka.

Isotope 50Cr(VI) (At %) S3Cr(III) (At %)
50 95.17+0.19 0.25+0.03
52 4,77 £0.18 7.73+0.23
53 0.06+0.01 91.59+0.28
54 Not detected 0.43 +0.09
Date of Reverse IDMS 50Cr(VI) (ng/g) 53Cr(III) (ng/g)
November 2011 169.2 + 0.6 847 +7
December 2011 1678+ 1.5
January 2012 165.8 £ 0.6
February 2012 160.4 + 1.5
March 2012 1614+ 15
Average 164.9 + 3.9 847 +7

aThe uncertainty in the isotopic composition is expressed as 1s standard deviation of
n = 6 independent replicates whereas the uncertainty of the mass fraction values is
expressed as 1s standard deviation of n = 3 independent replicates.

random error propagation theory [19]. For routine analysis purposes, the
addition of the Cr(VI) spike should be done at the decision level required for
the legislation. Then a ratio of concentrations between analyte and spike in the
range of 0.1 to 10 will provide accurate and precise results. The amounts of
sample and isotopically enriched solutions were accurately weighted in an
analytical balance with a precision of 0.00001 g. A stir bar was introduced into
the microwave system and placed in the autosampler of the focused
microwave unit. Then, a microwave assisted extraction based on two cycles
(five minutes at 90 °C plus five minutes at 110 °C) with constant stirring was
applied. A power limit of 200 W and a ramp time of 1 min was set in the
instrument to gradually achieve the extraction temperature. The samples
were allowed to cool to room temperature before applying the second
extraction cycle at higher temperature. After that, the sample was centrifuged

at 5000 rpm (524 rad/s) for 5 min and an aliquot of the supernatant, usually
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1 mL, was diluted 10 times with ultrapure deionized water for its injection in
the chromatographic system. The use of a 1:10 dilution of the extracting
solution as mobile phase avoided the need for neutralization or acidification of
the sample. Also the centrifugation step avoided the need of sample filtering
allowing a quicker sample preparation and a lower risk of contamination

and/or interconversion of the Cr species.

2.4 Quantification by Double Spike Isotope Dilution Mass
Spectrometry

The calculation of the interconversion-corrected mass fraction of Cr(IlI) and
Cr(VI) in the samples was carried out by double spike IDMS using the
mathematical approach based on isotope pattern deconvolution described
previously [20-22]. Briefly, molar balances are established as a function of
the different isotopic compositions of the endogenous and enriched species.
The mathematical system of equations obtained from those amount balances
is solved by multiple linear regression in which a least-squares fitting is
applied to calculate molar fractions from species-specific isotopic
abundances. For this purpose all four Cr isotopes are monitored and employed
for the quantification of the isotope abundances of the chromatographic
peaks. Using this approach it is possible to calculate the mass fractions of
Cr(IlI) and Cr(VI) in the original samples and the percentage of spike Cr(VI)
reduced to Cr(Ill) (reduction factor F1) and the percentage of spike Cr(III)
oxidized to Cr(VI) (oxidation factor F2).

2.5 Quantification by Single Spike Isotope Dilution Mass
Spectrometry

In all cases the hexavalent chromium mass fraction was also calculated by
single spike IDMS using only the data obtained for the Cr(VI) peak in the
chromatogram. If there is Cr(Ill) oxidation during or after extraction this
methodology would provide analytical results different from those of double

spike IDMS. However, if there is only Cr(VI) reduction the single spike IDMS
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mathematical treatment would provide the same Cr(VI) concentrations than
those obtained by double spike IDMS.

3. RESULTS AND DISCUSSION

31 Optimization of Chromatographic Conditions

From all the above-mentioned stabilizing agents, EDTA was employed in
this work instead of the DTPA [17] or EDDS [18] based on the better
chromatographic separation obtained. EDTA provided narrower peaks and
lower separation time with a satisfactory chromatographic resolution. As the
measurement of isotope ratios is more precise when working with narrower

peaks, EDTA was selected for further experiments. The separation of Cr(III)

(as Cr(EDTA)™) and Cr(VI) (as CrO4%) was carried out by ion-exchange
chromatography (IC) at a flow rate of 1.0 mL/min using 5 mmol/L EDTAat pH
10 as mobile phase. This mobile phase was selected because it provided good
peak profiles and adequate separation of Cr(IlI) and Cr(VI) in less than 7
min. Besides, it is a 10-fold dilution of the extracting solution so there is no
need for sample acidification after extraction because pH 10 is employed in
both solutions. As a consequence, possible sample loss of Cr(VI) during
neutralization is avoided [8]. For example, using EPA Method 7196A the
sample extracts after EPA 3060A extraction must by acidified to pH 2 + 0.5
before the colorimetric determination. Also the methodology proposed by
Rahman et al. [9,10] when employed in the combination of methods EPA
3060A and EPA 6800 [11] requires the acidification of the extracts to pH 4-5
before analysis which may promote the oxidation of Cr(III) to Cr(VI). Another
advantage of the proposed methodology is that the mobile phase also helps to
keep Cr(IllI) in solution and to stabilize it by the formation of the
Cr(II1)-EDTA complex. Thus, it is possible to simultaneously measure
Cr(IIN-EDTA complex and Cr(VI) in an alkaline extraction solution. Figure 1
shows an IC-ICPMS chromatogram of a NIST 2701 extract (diluted 1:10) under

the selected experimental conditions. As can be observed, there is a complete
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separation of Cr(IIl) and Cr(VI) in less than 7 min. The peak width at the base
for both Cr(Ill) and Cr(VI) peaks is ca. 30 s without any remarkable tailing.
The large peak observed at mass 54 in Figure 1 corresponds to the Fe-EDTA
complex which elutes between Cr(III) and Cr(VI). This iron peak was always
observed when analyzing real soil samples indicating that the EDTA
extraction procedure was able to solubilize iron, even only partially. The
presence of 53Cr(IlI) and 50Cr(VI) in the samples can also be seen from the
relative isotopic peak profiles in Figure 1. The ICP-MS measurement of
chromium isotopes suffer from different polyatomic interferences: 40Ar!2C+,
40Ar13c+’ 37C1160+’ and 40Ar14N-+,
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Figure 1. IC-ICP-MS chromatogram of an extract of SRM 2701 soil CRM using 5
mmol/L EDTA at pH 10 as mobile phase.

85



Fabregat-Cabello et al./ Environ. Sci. Technol, 46 (2012) 12542-12549

Such polyatomic interferences were minimized using a He gas flow of 2
mL/min in the octapole collision cell which reduced the baseline at masses 52
and 54 in the chromatogram. The peak areas for all measured masses both for

Cr(III) and Cr(VI) were employed for the final quantification by IDMS.

3.2 Optimization of the Focused Microwave-Assisted Extraction

Studies on Isotope Equilibration and Interconversion Reactions. The
development of an extraction procedure based on IDMS requires first, a
quantitative extraction of the analyte species and second, a complete isotope

equilibration in the liquid phase between the endogenous and isotopically

added enriched species before any species interconversion takes place. In
this paper we have selected microwave assisted extraction in order to obtain
much faster extraction kinetics and isotope equilibration. However, the
application of a rapid extraction procedure could jeopardize the achievement
of isotope equilibration before the complete extraction of the analyte species
[23]. To evaluate the attainment of isotopic equilibration with a rapid
extraction procedure we tested different strategies using focused microwaves.
First, we applied an extraction time fixed at 5 min changing the extraction
temperature using SRM 2701 as test sample. As can be observed in Figure 23,
the reduction of Cr(VI) to Cr(IlI) started to be observed at 100 °C (5.3%).
This value increased to 24.7% at 110 °C and to 67.9% at 120 °C. At
temperatures of 130 and 140 °C no Cr(VI) peak was detected indicating
complete reduction of Cr(VI) during extraction. Figure 2a also shows the
oxidation factor for Cr(Ill) to Cr (VI), which was negligible under all tested

conditions, demonstrating that no oxidation of Cr(III) was detected.
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Figure 2. Values of the reduction factor F1 (% Cr(VI) to Cr(IIl)) and the oxidation
factor F2 (% Cr(IlI) to Cr(VI) when (a) one-cycle extraction and (b) two-cycle
extraction is applied during the analysis of the high contaminated soil SRM 2701.
Vertical dashed linerepresents the borderline between the absence and occurrence of

degradation using a two-cycle extraction.

The recoveries for Cr(VI) at 70 or 90 °C (where no chromium
interconversion was detected) using 5 min extraction were not quantitative
(ca. 80-90% recovery from the certified value). So, a second experiment
keeping the extraction temperature constant at 70 °C and changing the
extraction time from 2 to 20 min was carried out. Under all tested conditions

(data not shown) no interconversion reactions were detected but no real
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improvement in the recovery for Cr(VI) was accomplished. So, we decided to
perform a third experiment in which the extraction was carried out in two
steps and at two different temperatures. According to Figure 2a the first step
was carried out at 90 °C, a temperature low enough that no interconversion
reactions were detected but significant Cr(VI) was extracted allowing isotope
equilibration to take place. Then, increasing temperatures were applied in a

second step of 5 min extraction.

The results obtained for the interconversion reactions are shown in Figure 2b.
As can be observed, Cr(VI) reduction is now negligible at 110 °C, lower than
10% at 120 °C and below 30% at 140 °C. Figure 2b also shows that negligible
oxidation of 53Cr(IIl) was obtained under all conditions as demonstrated with
the values of the degradation factor F2 (always lower than 1%). This
demonstrates a satisfactory stability of the Cr(III)-EDTA complex under all
extraction conditions tested. According to these results, a previous pre-
extraction cycle of 5 min at 90 °C prevents the occurrence of Cr species
interconversion and facilitates isotope equilibration between enriched and

endogenous Cr species in the liquid phase.

Recoveries of Cr(VI) during the Analysis of Reference Materials. Multiple spiking
IDMS is one of the most powerful analytical tools to study the extraction
efficiency of a given sample preparation protocol. To do so, the sample under
investigation must contain the analyte species endogenously bound to the
solid matrix [5]. The multiple spiking theory [23] establishes that if a
sequence of increasingly harder (or longer) extraction conditions is applied to
the same sample, the real concentration values of the analyte species can be
estimated from the plateau of the plot of degradation-corrected analyte
concentration vs extraction conditions. In this study, a wide range of different
extraction conditions applying focused microwaves was tested in three
different materials (SRM 2701, candidate SRM 2700 and CRM-041)

containing hexavalent chromium.
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Figure 3 shows the Cr(VI) mass fractions and interconversion factors
obtained in SRM 2701, candidate SRM 2700 and CRM-041, respectively, when
the time and temperature of the second extraction cycle are increased
(maintaining a pre-extraction cycle at 90 °C during 5 min in agreement with
the previous section). In all cases, the Cr(VI) mass fractions were calculated

both by double and single spike IDMS for comparison purposes.

Overall, Figure 3 demonstrates that, for all reference materials tested, the
complexation of Cr(IlI) with EDTA avoids the oxidation of 53Cr(IIl) under all
extraction conditions employed, even when almost quantitative reduction of
50Cr(VI) was obtained. This is also reflected in the fact that the concentration
results obtained by double spike IDMS and conventional single spike IDMS
are not statistically different. Thus, using the proposed procedure
complicated mathematical treatment required for double spiking IDMS is not
needed and the application of the single spike procedure for routine analysis
is facilitated. Korolczuyk and Grabarczyk [16] demonstrated experimentally,
that the addition of EDTA to the extracting solution minimizes the speed of
Cr(Ill) oxidation to Cr(VI). The demonstration that Cr(III)-EDTA complex is
the real stabilizing factor in this work, would require comparison
experiments in the absence of EDTA. However, under our experimental
conditions the absence of EDTA does not allow the simultaneous
measurement of Cr(IlI) and Cr(VI) and double IDMS could not be applied.
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Figure 3. Optimization of the two-cycle microwave assisted extraction procedure in
the analysis of (a) SRM 2701, (b) candidate SRM 2700, and (c) CRM-041.
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Figure 3. (continued). Cr(VI) mass fraction is calculated both by single and double
spiking isotope dilution mass spectrometry. Degradation factors F1(% Cr(VI) to
Cr(1ID)) and F2 (%Cr(III) to Cr(VI)) are also represented. The certified values of Cr(VI)
in SRM 2701 and CRMO041 are represented as horizontal continuous lines and the
associated uncertainty (1s) as dashed lines. Similarly, the preliminary certified
interval (14.9 + 1.2 mg/kg) for candidate SRM 2700 is represented.

In the analysis of SRM 2701 results in agreement with the certified values
were obtained under all conditions tested (Figure 3a) even when almost
90% Cr(VI) reduction was observed (5 min/90 °C plus 5 min/130 °C).
Similar quantitative results were observed for candidate SRM 2700 (Figure
3b) with respect to the preliminary certified interval. We also observed that
the reduction of Cr(VI) to Cr(IlI) was sample dependent. For example, the
second extraction cycle of 5minat 120 °C induced more than 50% reduction of
Cr(VI) in SRM 2700 but only 14% reduction was measured in SRM 2701.
These results confirm that species interconversion reactions are matrix
dependent as previously demonstrated for other elements such as Hg [24].
Temperatures higher than 140 °C in CRM-041, 130 °C in SRM 2701, and 120
°C in SRM 2700 in the second extraction cycle produced a complete reduction
of Cr(VI) to Cr(III).

The results obtained for hexavalent chromium in CRM-041 (Figure 3c) were
approximately 15% higher than the certified value for most extraction
conditions tested. The content of extractable Cr(III) in this material was found
to be lower than 4 pg/g under the different extraction conditions employed.
Such a low value of Cr(Illl) in comparison with Cr(VI) rules out the
overestimation of the Cr(VI) concentration because of a preferential
oxidation of natural abundance endogenous Cr(Ill). In addition similar
Cr(VI) concentrations were obtained in the absence (two cycles of 5 min/90
°C) and in the presence of a significant Cr(VI) reduction (see Figure 3c)
demonstrating that a preferential 5°Cr(VI) reduction cannot explain the

overestimation of the reference value.
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33 Analysis of Reference Materials

According to the results obtained in Figures 2 and 3, a two-cycle microwave
assisted extraction of 5 min at 90 °C plus 5 min at 110 °C was selected for the
determination of hexavalent chromium in solid samples. These conditions
represent the borderline between the absence and occurrence of Cr(VI)
reduction in SRM 2701. Under these conditions the proposed methodology
was applied to the analysis of four different solid matrices containing
hexavalent chromium: the certified reference materials SRM 2701,
candidate SRM 2700, CRM041, and CRM BCR-545. Due to its high cost, BCR-
545, could not be employed for the optimization described in Figure 3. Six
independent spiking and extraction experiments were performed on SRM
2701, candidate SRM 2700 and CRM-041, whereas only three independent
replicates were performed in the analysis of CRM BCR-545. The stability of
the sample extracts was studied by analyzing the extracts of BCR-545 and
CRM 041 also after one week storage at 5 °C. The mass fraction of hexavalent
chromium was calculated both by single and double spike IDMS and the
results obtained are shown in Table 2 including the degradation factors for
the double spike IDMS procedure.

The first conclusion to be obtained from these data is, again, the lack of
53Cr(Ill) oxidation in all cases except for BCR-545 filters in which a small
oxidation factor of 3.3 + 0.6% (1s) was obtained. Such a low factor can be
considered almost negligible taking into account that *2% standard
deviation in an interconversion factor value is normally obtained in multiple
spiking methodologies in the absence of degradation [24]. Thus, we observed
no significant differences between the Cr(VI) mass fractions calculated by
double spike IDMS and those obtained by single spike IDMS in all the
analyzed materials. This confirms that the easier single spike IDMS procedure
can be employed with the proposed methodology. However, it should be
stressed that small oxidation rates in samples containing high fractions of

Cr(IIl) can lead to important errors that single IDMS would not correct for.
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Results in agreement with the certified values were obtained for candidate
SRM 2700 and SRM 2701. It is worth noting that candidate SRM 2700 is an
approximately 1:40 dilution of the SRM 2701 with ground high-purity quartz
and such dilution factor is maintained when comparing the results obtained in
this work for both materials using the same extraction conditions (542 + 14
ug/g (1s) for SRM 2701 and 13.6 + 0.6 pg/g (1s) for candidate SRM 2700).

The results obtained for BCR-545 and CRM041 were ca. 10-15% higher than
the certified Cr(VI) mass fractions. There are two possible sources of error
that the proposed methodology cannot correct for (i) Cr(IlI) oxidation before
complexation and (ii) direct oxidation of insoluble Cr(III) species in the solid
phase. Experiments carried out by Korolczuk and Grabarczyk [16] showed
that EDTA complexation prevented the oxidation of Cr(IlI) during alkaline
extraction, whereas the same extraction without EDTA showed much higher
Cr(VI) content because of Cr(IlI) oxidation. On the other hand, Dai et al. [25]
reported on the oxidation of insoluble Cr(IlI) species such as Cr(OH)s,
CrFe(OH)e, and CrPO4 by the presence of manganese oxides. The rate of such
oxidation reaction was reported to decrease when increasing pH. Under our
experimental conditions in which the extraction procedure is carried out at
pH 10 the Cr(IIl) direct oxidation is not favored but Cr(IlI) oxidation before
complexation cannot be ruled out as a source of error. In the certification
process of BCR-545 almost all laboratories performed alkaline extraction and
only one laboratory performed IDMS [15]. In this case, the addition of the
Cr(VI) spike was carried out after the alkaline extraction of the sample and
not before. If there was Cr(VI) reduction to Cr(Ill) during the alkaline
extraction it will not be compensated even by IDMS. Total chromium in the
filters was determined by instrumental neutron activation analysis obtaining a
value of 49.6 + 2.8 mg/g (1s) [15] which is above the values found here (45.9-
46.2 mg/g). It is worth mentioning also that this material did not content a
significant amount of Cr(III) so preferential oxidation of Cr(III) must be ruled

out as the source of our bias.
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In the case of CRM041 the material was certified using the EPA 3060A alkaline
extraction method and the content of Cr(VI) determined colorimetrically
using methods 7195, 71964, and 7199 in a round-robin exercise in which 21
laboratories participated.It is worth mentioning that this materials did not
contain significant amounts of Cr(III). Thus, a possible preferential oxidation of
endogenous Cr(IlI) must be ruled out to justify these results. An
overestimation of the Cr(VI) values could be only attributed to a faster
reduction of Cr(VI) spike than the endogenous Cr(VI), however, as explained
above, this must be excluded at leastin the case of CRM041 because the same
overestimation is obtained even in the absence of Cr(VI) reduction (Figure
3c). It is also important to remark that, during the certification process of
NIST 2701, methods 7196A and 7199 provided Cr(VI) concentration values up
to 40% lower than those obtained by Method 6800 employing double spike
IDMS. In order to confirm our results with another extraction procedure,
method EPA3060A was applied to CRM041 obtaining the results shown in the
last line in Table 2. In this case, as no Cr(Ill) peak was detected in the
chromatogram, no interconversion values could be calculated for this
extraction procedure. As can be observed, values in agreement with the EDTA
extraction were obtained. Finally, it is worth noting that an adequate stability
of the sample extracts of BCR-545 and CRM041 was demonstrated after one
week at 5 °C because the same Cr(VI) concentration values are obtained with

the absence of further species interconversion.

In summary, we have demonstrated that Cr(Ill) is stabilized in all the
extracting conditions tested so there is no need for the addition of an excess of
isotopically enriched Cr(IIl) as in previously reported approaches [9-11].
Thus, only isotopically enriched Cr(VI) has to be added to the sample and the
analysis cost and complexity is considerably lowered. This work has
demonstrated that under the proposed experimental conditions single spike
isotope dilution mass spectrometry, which is much easier to apply on a
routine basis, provide the same level of accuracy and precision than the

multiple spikingapproaches currently employed for Cr speciation.
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ABBREVIATIONS

EDTA ethylendiamintetraacetic acid

IDMS isotope dilution mass spectrometry

NIST national institute of standards and technology
SRM standard reference materials

ICP-MS inductively coupled plasma mass spectrometry
EPA Environmental Protection Agency

TIMS thermal ionization mass spectrometry

CRM certified reference materials

XANES X-ray absorption near edge structure spectroscopy
INAA instrumental neutron activation analysis

HPLC high-performance liquid chromatography

IC ion chromatography
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3.1 Introduccion

Durante las ultimas décadas la produccién a nivel mundial de productos
quimicos se ha visto incrementada de forma exponencial. A pesar de que la
mayoria de los compuestos producidos son beneficiosos para el ser humano,
otros muchos suponen un riesgo tanto para la salud publica como para el
medio ambiente, pues tienen naturaleza tdxica, son persistentes y se
bioacumulan en los seres vivos. Entre estos ultimos, existen compuestos
capaces de afectar al correcto funcionamiento de los procesos bioldgicos de

plantas, animales e incluso de las personas.

Las substancias quimicas exodgenas que alteran la funcién del sistema
endocrino y por tanto causan efectos adversos en la salud de un organismo se
conocen como disruptores endocrinos (EDCs, Endocrine Disrupting Chemicals).
Este término fue acufiado por primera vez en 1991 en una congreso en
Winsconsin, EEUU, mediante una sesion titulada “Chemically Induced
Alterations in Sexual Development: The Wildlife/Human Connection”
impartida por Theo Colborn!, en la que se destacé el problema de cémo
distintos compuestos quimicos podian estar afectando a la reproduccién y al
desarrollo de la salud humana y de animales. Como consecuencia directa,
desde ese momento y hasta la actualidad, los EDCs han sido considerados

como uno de los mayores desafios medioambientales existentes2.

Hoy en dia dentro de este grupo se incluye a una gran variedad de substancias
quimicas de muy diverso origen, estructura y uso, que pueden ser tanto de
origen natural como sintético. Asi, entre los mas habituales se encuentran los

compuestos organoclorados (DDT, Dicloro Difenil Tricloroetano o los PCBs,
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policlorobifenilos), los plastificantes (bisfenol A, ftalatos), detergentes
(alquilfenoles) y pildoras para el control de la natalidad (etinil estradiol). No
obstante, alin no existe una lista definida que incluya a todos los compuestos
de este tipo ya que las nuevas necesidades de mercado provocan una aparicion

constante de nuevos compuestos.

A pesar del creciente interés de este tipo de contaminantes dentro de la
comunidad cientifica, y de la numerosa investigacion realizada durante las dos
ultimas décadas en torno a ellos, ain existen diversas lagunas. Los estudios
epidemioldgicos realizados hasta el momento no han permitido establecer una
relacion causal entre la exposicion a estos compuestos y la aparicion de ciertas
patologias. Por ejemplo, todavia no han sido estudiados de forma exhaustiva
los mecanismos que predicen la acciéon hormonal implicada en enfermedades
causadas por EDCs, el nivel de exposicion de la poblaciéon general, la
identificacion de un nivel umbral de efecto o los mecanismos de accién y sus

efectos adversos3.

Estudios recientes muestran que los compuestos disruptores endocrinos se
comportan como estréogenos, es decir, interfieren principalmente con la
hormona femenina 173-estradiol (ver Figura 3.1). Dado que los EDCs son
liposolubles y poseen pesos moleculares bajos, estos compuestos son capaces

de imitar a las hormonas, uniéndose a los receptores hormonales.

Figura 3.1 Estructura molecular del estrégeno mas importante en los mamiferos,
el 17p-estradiol.
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Otra caracteristica comuin de todos los EDCs es que todos contienen como

minimo un anillo aromatico en su estructura.

De forma general, los efectos hormonales de los disruptores endocrinos
pueden ser debidos a que: 1) mimetizan los efectos de hormonas end6genas
(efecto agonista) 2) antagonizan la accién normal de las hormonas, es decir,
pueden unirse a un receptor sin activarlo 3) alteran el patron de sintesis y
metabolismo de hormonas naturales, y/o 4) modifican los niveles respuesta de
los receptores hormonales. Todos estos procesos pueden consultarse de forma

esquematizada en la Figura 3.23.

Segun la guia actual de la OMS titulada “Estado de la ciencia de los compuestos
disruptores endocrinos”? son numerosas las alteraciones que pueden
ocasionar los EDCs en los organismos en los seres vivos, las cuales
incluyen lasprincipales enfermedades hormono-dependientes: disfunciones
tiroideas, alteraciones en el crecimiento, aumento en la incidencia de
problemas relacionados con el tracto reproductor masculino, disminucién de
la fertilidad, pérdida en la eficacia del apareamiento, anomalias del
comportamiento, alteraciones metabdlicas evidentes desde el nacimiento,
desmasculinizacion, feminizacién y alteraciones del sistema inmune, e

incluso incremento en laincidencia de diferentes tipos de tumores.

Uni6én normal de la hormona Mecanismo disruptor O

. . ‘ Disruptor
Hormona. . Endocrino
. Receptor ‘ .
1

O & aeie :
\\ Variacion [MMII0T poonista \)

Interior de la célula de la respuesta o antagonista

Figura 3.2 Procesos de mimetizacion de las hormonas (adaptado de Sosa-Ferrera
etal. 2013)
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Todos los problemas citados anteriormente se suman al hecho de que la
presencia de disruptores endocrinos en el medio acuatico es casi
omnipresente, aumentandose aUun mas la preocupacién sobre estos
compuestos. Existen diversas formas de llegada de estos compuestos al agua,
pero normalmente son los vertidos incontrolados la mayor fuente de
transferencia hasta el medioambiente. Otras fuentes son la excrecién asi como
la eliminacién inadecuada de farmacos en el &mbito doméstico, la escorrentia
de actividades agropecuarias, los efluentes de industrias asi como

movimientos de agua causados por fenémenos atmosféricos*.

La forma mas habitual de reducir los niveles de estos compuestos en el
medioambiente se basa en los tratamientos realizados en las estaciones
depuradoras de aguas residuales. No obstante, la presencia de estos
compuestos en los efluentes es habitual por lo que se estan estudiando
tratamientos mas exhaustivos como la ozonizacidn, la oxidacién selectiva o el
uso de filtros de carbono activo. Por otra parte debe tenerse en cuenta que a
causa de las caracteristicas apolares e hidrofébicas de la mayoria de EDCs,
estos tienden a ser acumulados en los lodos de la depuradora, hecho que los

convierte en una fuente de contaminacion afiadida.

El principal problema de los EDCs radica en que sus efectos nocivos se han
observado a concentraciones a nivel de traza (ng/L), afectando tanto a la salud
humana como a un gran nimero de ecosistemas, principalmente el acudtico.
En el caso de los humanos, la forma mas habitual de estos para alcanzar el
organismo es mediante la ingesta de agua potable. Por otro parte, debe tenerse
también en cuenta que suele darse la actuaciéon simultdnea de diversos
disruptores, lo que provoca la necesidad de reducir ain mas los niveles

permitidos en aguas de consumo humano.

Como consecuencia directa de los perjuicios para la salud que suponen los
EDCs se han elaborado distintas legislaciones en torno a las aguas

superficiales. Dentro de la Unién Europea ésta queda recogida en la Directiva
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Marco Europea del Agua’, que nace como respuesta a la necesidad de unificar
las actuaciones en materia de gestion de agua. A modo de ejemplo, en el caso
de octilfenol y nonilfenol, los niveles mdaximos permitidos en aguas
superficiales son de 0.1 pg/L y 0.3 pg/L respectivamente. De forma analoga la
EPA ha regulado las concentraciones maximas permitidas de nonilfenol en
aguas en Estados Unidos, estableciendo dos niveles: 28 pg/L como
concentracién maxima puntual en aguas superficiales y 6.6 pg/L en
exposiciones agudasé. No obstante, ninguna de las legislaciones citadas
anteriormente establece criterios para otros disruptores reconocidos como es
el caso del bisfenol A, hecho que obliga a realizar constantes revisiones de

estas regulaciones.

Metodologias de andlisis

La correcta determinacion de EDCs resulta ain hoy en dia un reto analitico ya
que implica alcanzar niveles de cuantificaciéon a nivel de trazas y ultratrazas
(ng/L o ng/L), normalmente en matrices altamente complejas. Ademas, la
presencia ubicua de estos compuestos no suele permitir encontrar matrices
libres de ellos y a menudo es necesario lidiar con altos niveles de
contaminacion incluso en el material de laboratorio, como ocurre en el caso

del andlisis de plastificantes o detergentes.

De forma general, los avances realizados en el campo de la instrumentacién
durante las ultimas décadas se han traducido, en el campo del analisis de EDCs,
en mejoras en la deteccidn, identificacion inequivoca y cuantificacién de este
tipo de compuestos. Como ya se ha comentado en la introducciéon, estos
avances van ligados sobre todo a las mejoras introducidas tanto en
cromatografia liquida como en espectrometria de masas, siendo este
acoplamiento el utilizado de forma predominante en la actualidad para el

analisis de este tipo de compuestos.
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Para la deteccion de EDCs, la espectrometria de masas simple (Q) en modo SIM
ha sido ampliamente utilizada dadas las caracteristicas inherentes a ésta
técnica analitica. No obstante, como consecuencia de la alta complejidad de las
muestras en la mayoria de los casos, la espectrometria de masas en tandem
(QqQ) se ha impuesto ya que permite obtener una mayor selectividad y una

clara mejora en la identificacion de los compuestos objetivo (conocidos).

En cuanto a la identificacién de nuevos compuestos, las tendencias mas
actuales se basan en el uso de la espectrometria de masas de alta resolucion
(HRMS, High-resolution mass spectrometry), incluyendo a los analizadores de
tipo sector magnético, a los de tiempo de vuelo (TOF, time of flight) y al
orbitrap?. Mas recientemente se han utilizado técnicas hibridas de
espectrometria de masas para la identificacion de nuevos compuestos, tales
como el acoplamiento Q-TOF8, que permite un nivel de certeza aun superior

pues proporciona espectros de iones producto en modo masa exacta.

De forma paralela, las caracteristicas de la cromatografia liquida han
evolucionado hacia tiempos de separacién mas bajos manteniendo los mismos
niveles de resolucién y de eficiencia de separaciéon. Una de las formas de
reducir el tiempo de analisis ha sido mediante el uso de columnas monoliticas
HPLC que a diferencia de las habituales no contienen particulas, pudiéndose
trabajar a flujos mucho mas elevados (hasta 10 mL/min) sin empeorar las
caracteristicas cromatograficas y reduciendo los tiempos de estabilizacion
entre gradientes. Sin embargo, la forma de trabajo predominante continta
siendo la cromatografia liquida de ultra alta resolucién (UHPLC), que reduce
considerablemente el tiempo de analisis utilizando tamafos de particula por
debajo de las 2 um. Por otra parte una de las tendencias actuales radica en el
uso de columnas de interaccion hidrofilica o HILIC (Hydrophilic Interaction
Chromatography), que se caracterizan por tener un mayor rango de
selectividad en compuestos con muy distinto comportamiento®. Estas destacan
por su capacidad para retener compuestos muy polares mediante disolventes

tipicos de cromatografia de fase inversa. No obstante, alin es necesario mejorar
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la estabilidad de esta fase estacionaria para aumentar la vida util de las

columnas.

Finalmente, la preparacion de las muestras para analizar EDCs es necesaria por
tres razones: la eliminacion de interferentes, el enriquecimiento de los
compuestos para alcanzar los limites de detecciéon estipulados por la
legislacién y el cambio de disolvente en el caso de que sea necesario. Tal y
como se ha sefialado en la introduccién, las formas mas comunes de
tratamiento de muestra actuales van encaminadas hacia la automatizacidn, el

uso de sorbentes avanzados y a la aplicacion de técnicas de quimica verde.

En los apartados siguientes se presentan tres trabajos en los que se ha hecho
uso del acoplamiento UHPLC-MS/MS con analizador de triple cuadrupolo para
la determinacion cuantitativa de EDCs. En el primero de ellos se ha
desarrollado un método para la cuantificaciéon de la mezcla técnica de
nonilfenol mediante la sintesis de uno de los isémeros que la componen
marcado con un carbono-13. En el segundo, se ha ampliado el método con un
segundo alquilfenol, el t-octilfenol y también se ha sintetizado su analogo con
un carbono-13. Finalmente, se ha incluido el bisfenol A junto a los alquilfenoles
anteriores y se han estudiado y optimizado dos metodologias de extraccion, la
SPE y la HF-LPME. Todos los compuestos estudiados fueron cuantificados
mediante IPD en matrices de alta complejidad, estudiando distintos

tratamientos de muestra.
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3.2 Determinacion de nonilfenol en aguas por dilucion
isotopica haciendo uso de su analogo marcado

isotopicamente con un solo carbono-13

Entre los cientos de compuestos catalogados como disruptores endocrinos se
encuentra el nonilfenol. La determinacién de la mezcla técnica presente en el
medio ambiente asi como la sintesis del isémero escogido como patrén interno
marcado isotdpicamente se describen en el segundo articulo cientifico incluido

en esta tesis.

Bajo el nombre de nonilfenol (NP) se engloba a toda una familia de compuestos
fendlicos en los que existe una cadena alquilica, mas o menos ramificada, con
nueve carbonos. Los nonilfenoles, y los alquilfenoles en general, han sido
ampliamente utilizados como materia prima desde los afios 60 para obtener
antioxidantes y aceites lubricantes, siendo su principal uso la obtencién de
etoxilatos de nonilfenol0. Estos derivados etoxilados, conocidos de forma
genérica como alquiletoxilatos (APEO de las siglas en inglés), son compuestos
tensioactivos no idnicos y se caracterizan por su capacidad para reducir la
tensidn superficial y formar parte de la interfase entre las partes hidrofébicas e
hidrofilicas en las emulsiones. Dadas las propiedades de los APEO su uso se ha
extendido en la elaboracion de detergentes, emulsificantes y solubilizantes. La
forma mas habitual de obtener el nonilfenol consiste en la alquilaciéon de
mezclas de noneno obtenidas a partir de la pirolisis de la gasolina y de otros
productos petroquimicos!l. Como consecuencia este proceso origina un
conjunto de nonilfenoles para-sustituidos de excelentes propiedades técnicas

conocido como mezcla técnica de nonilfenol.

El interés por monitorizar los niveles de nonilfenol en aguas surgié a partir del
afio 1984 cuando Giger et al.12 establecieron que los productos de degradacién
de los nonilfenoletoxilatos, los nonilfenoles, eran mas téxicos para el medio

acuatico que sus predecesores. Como consecuencia de éste y de otros muchos
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estudios, la producciéon de nonilfenol y de su derivado etoxilado fue restringida
en la Unién Europea tal y como se recoge en la directiva 2003/53/EC13.
Ademas, el nonilfenol fue catalogado como una substancia peligrosa prioritaria
dentro de la Directiva Marco del Agua, la cual regula los niveles maximos en
aguas de uso publico. En esta regulacion se recogen los parametros de calidad
medioambiental (EQS) para un gran numero de contaminantes en aguas,
estableciéndose tanto las concentraciones maximas permitidas como las
puntuales en distintos tipos de aguas. Estos valores se pueden consultar en la
Tabla 3.1.

De la Tabla 3.1 cabe destacar la inclusién del n-nonilfenol (el isémero lineal),
con numero CAS 104-40-5, que es un compuesto sin interés tecnoldgico y que
no se observa en las muestras de aguas medioambientales a diferencia de la
mezcla técnica (25154-52-3 y 84852-15-3). Por otra parte, estos niveles tan
bajos de concentracidn legislados en aguas, unidos a la necesidad de un control
exhaustivo de todas las fuentes de contaminacidn que surgen tanto durante el
tratamiento de muestra como durante su determinacion, han originado que la

determinacién de nonilfenol aun sea complicada.

Uno de los problemas con los que debemos enfrentarnos radica en la selecciéon
del patréon, la sustancia de referencia en la determinaciéon analitica. La

seleccion del patréon de cuantificacion es un aspecto clave y debe ser abordado

Tabla 3.1 Criterios de calidad medioambiental> para el nonilfenol en distintos

tipos de agua.

) Concentraciéon maxima
Promedio anual o
puntual permitida
Nuameros CAS a

. Aguas ) Aguas )
los que aplica ] Otros tipos de ] Otros tipos
continentales continentales
o aguas o de aguas
superficiales superficiales
25154-52-3
104-40-5 0.3 pg/L 0.3 pg/L 2 ug/L 2 ug/L
84852-15-3
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con detenimiento!4-16. Para una correcta cuantificacién y, si asi se considera,
una adecuada evaluacion de los posibles efectos sobre la salud humana y el

medio ambiente, cabe tener en cuenta los siguientes aspectos:

- La composicion de la mezcla técnica depende del fabricante y del lote
de produccidn.

- La estabilidad en el medio (tanto a ataques fisico-quimicos como
bacterianos) depende de cada isémero concreto. Parece ser que los
menos ramificados y los de mayor ramificacion que presenten
impedimentos estéricos sobre el carbono-a (el de la cadena alquilica
que se encuentra unido al anillo aromatico), son mas persistentes en el
medio.

- El comportamiento en el espectrometro de masas esta afectado por el
efecto matriz y por el patrén de fragmentacién. Ambos dependen del

isomero concreto.

Todo ello dificulta la seleccion del patrén para llevar a cabo la determinacién
de estos compuestos, puesto que, en funciéon del patrén escogido, los

resultados cuantitativos y cualitativos pueden ser diferentes.

En la presente tesis se aborda la problematica planteada a través de la
seleccion de uno de los isémeros y de la sintesis de su analogo marcado
isotépicamente. Con ello se asegura la coelucién cromatografica y, por tanto, la
minimizacion del efecto matriz. Sin embargo, queda claro que soélo se
cuantificara correctamente a aquellos isémeros que presenten el mismo patrén
de fragmentacidn. La evaluacion del potencial disruptor endocrino queda fuera

del alcance y del propésito del presente trabajo.

La seleccion del isémero se ha llevado a cabo atendiendo a la existencia de
productos comerciales de partida, a la facilidad y viabilidad de la sintesis en un
espacio corto de tiempo y a la informacién bibliografica disponible respecto de
su uso y su representatividad dentro de la mezcla técnica. El isémero

finalmente seleccionado ha sido el 4-(3,6-dimetil-3-heptil)fenol.
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Desarrollo experimental

Como se podra consultar a continuacién, en el segundo articulo cientifico
incluido en esta tesis se ha desarrollado y validado un método de analisis para
la determinacién de la mezcla técnica de nonilfenol en aguas residuales a los
niveles establecidos por la legislacién vigente. Para ello se ha utilizado la
extraccion en fase solida (SPE) en modo off-line como método de extraccién y

concentracion del analito, seguida de su analisis mediante UHPLC-ESI-MS/MS.

La metodologia propuesta supone una alternativa a la cuantificacién mediante
curva de calibrado tradicional, ya que se realiza la cuantificacion mediante
deconvolucién de perfiles isotopicos con 13Ci-nonilfenol. Para demostrar la
aplicabilidad de este método se validé en matrices altamente complejas como
las aguas residuales, tanto de entrada (influente) como de salida (efluente). Las
muestras de aguas residuales fueron tomadas en la estacién depuradora de
aguas residuales de Castellon, mediante un convenio establecido entre la

sociedad FACSA y nuestro grupo de investigacion.

En primer lugar se utilizé SPE para poder alcanzar la sensibilidad adecuada. De
forma general, dicho procedimiento se basa en la retencion en la fase sélida (o
sorbente) de los compuestos de intererés tras pasar la muestra acuosa, para
ser finalmente eluidos en un volumen menor de disolvente. El procedimiento
habitual estd basado en las siguientes etapas: 1) acondicionamiento de los
cartuchos con metanol, 2) paso de la muestra en fase acuosa, 3) lavado para la
eliminacion de interferentes retenidos y 4) elucion de los analitos,
normalmente con acetonitrilo, acetona o metanol. En este trabajo se introdujo
una etapa previa al acondicionamiento de los cartuchos basada en el

lavado deéstos (y de los adaptadores acoplados a estos) con acetona para
reducir lacontaminacion observada de nonilfenol. Por otra parte, se elimino
la etapa delavado de interferentes para reducir el tiempo de manipulacién
de muestra yevitar pérdidas de analitos. En cuanto al sorbente, se utilizaron

cartuchos quecontenfan como sorbente silica C18 ya que presentaron una
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mayor retencidn de los analitos frente a otros cartuchos de tipo polimérico
tambien evaluados. Entre los diferentes solventes de elucién ensayados se
seleccion6 al metanol,ya que ofreci6 los mejores valores de recuperacion
en términos absolutos. Ademas, la evaporacién del extracto hasta un

volumen de 0.5 mL permitié suintroduccién directa en el sistema de medida.

La técnica SPE destaca por su fiabilidad, gran variedad de sorbentes y facilidad
de manejo. Estas caracteristicas se traducen en una elevada aplicacién en
laboratorios de rutina. No obstante la modalidad off-line tiene la gran
desventaja de necesitar largos tiempos de tratamiento de muestra que pueden

alargarse incluso a toda la jornada laboral.

Por otro lado, las condiciones cromatograficas fueron optimizadas para
seleccionar finalmente condiciones isocraticas. La composicion de la fase mévil
fue metanol:agua (95:5), y se utilizé 0.01% de NHz y 0.1mM de NH4Ac como
modificadores. La aplicacion de gradientes generaba, durante el ciclo
cromatografico, la acumulacién de restos del compuesto presente a nivel de

ultratrazas en reactivos y en el agua desionizada.

La principal mejora introducida en este método, respecto a procedimientos
anteriores, recae en el desarrollo de un método cuantitativo basado en la
deconvolucidén de perfiles isotdpicos. Ademads, siguiendo los principios del
marcaje isotopico minimo, se sintetizé un isémero no comercial del nonilfenol
con s6lo un carbono-13. Esta alternativa a los ILIS tradicionales (marcados con
varios carbonos o deuterios) busca minimizar la presencia de posibles efectos
isotopicos a lo largo del andlisis. Ademas, esta cuantificacién se comparé con la
realizada utilizando el n-nonilfenol a modo de patrén interno. Se observé que
los calculos por IPD reducian de forma considerable el tiempo de analisis y que
el uso de un andlogo enriquecido con un carbono-13 permitia corregir

correctamente todo el proceso analitico asi como el efecto matriz.
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Finalmente, la metodologia fue validada a dos niveles (0.1 y 1 pg/L) mediante
ensayos de fortificaciéon en aguas residuales tanto de influente como efluente,

asf como agua embotellada.

Sintesis y caracterizacién del 13C;-nonilfenol

La sintesis del isdmero escogido como patrén, 13Ci-4-(3,6-dimetil-3-
heptil)fenol (o 13C:-NP), se bas6 en una alquilacion Friedel-Craft del 13Cs-fenol
con un nonilalcohol terciario, utilizando trifloruro de boro a modo de
catalizador. La reaccion realizada puede ser consultada mas adelante, en el

segundo articulo cientifico incluido en esta tesis.

En cuanto a su caracterizacién estructural, ésta se realizdo mediante resonancia
magnética nuclear (RMN) tanto de carbono-13 como de protén. En términos
generales, la RMN consiste en la técnica analitica que aporta mayor
informacidén estructural en cuanto a la posicién y entorno de los atomos de 13C
y 1H. Se basa en la distinta resonancia observada para estos nucleos cuando se
les aplica un campo magnético en funcién de su entorno. Asi, un simple andlisis
por RMN de protén permite saber el tipo de protén (por su desplazamiento en
ppm), cudntos protones hay unidos a los carbonos contiguos (por la
multiplicidad) y cuantos protones hay de cada tipo (por la integracién). Por
otro lado, a partir del analisis de RMN de 13C se obtienen los desplazamientos
de los distintos carbonos, complementando el analisis tH por RMN. Tal y como
se puede apreciar en la Figura 3.1 a), en este trabajo destaca la alta senal
obtenida para el 13C del fenol, mucho mas intensa que el resto de picos. Su
intensidad tan alta se debe a que el 98% de atomos de esta posicion son 13C,
mientras que en el resto son solo el porcentaje natural, un 1.1%. Esto origind
ademas un hecho insélito en el 13C RMN: el desdoblamiento de los carbonos
cercanos al 13C, tal y como se observa de forma habitual en la multiplicidad del
1H. La descripcién completa de todas las sefiales se puede consultar en el

articulo 2.
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En ultimo término todo el proceso de andlisis de los espectros obtenidos fue
facilitado gracias a la utilizacién del software MestReNova© que ademads es
capaz de simular los espectros de cualquier molécula a partir de su estructura.
De esta forma fue posible la interpretacion de los espectros obtenidos tras la
resonancia magnética nuclear asi como la asignacién de cada tipo de protéon y

carbono contenidos en el producto sintetizado analogo.
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3.2.1 Articulo cientifico 2

Fast methodology for the reliable determination of nonylphenol in water
samples by minimal labeling isotope dilution mass spectrometry.
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AF. Journal of Chromatography A 2013, 1301, 19-26.
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(NPs) are ion products of ionic sur-
factants, NP polyethoxylates, which have been widely used in the
production of detergents, plastics, textiles, paper and agricultural
chemical products. Since they are able to mimic the structure of the
natural hormone 17B-estradiol, which confers on them endocrine
disrupting capabilities [1], NPs have been included in the list of
priority substances in the Water Framework Directive (WFD] [2]
and in the Directive of Environmental Quality Standards (EQSD)
|3]. The new proposal for a Directive amending the WFD and EQSD
(COM{2011)876) |4] legislates the mixture of isomers nonylphenol
(CAS 25154-52-3) Including isomers 4-nonylphenal (linear) (CAS
104-40-5} and 4-nonylphenol (branched ) (CAS 84852-15-3). Nev-
ertheless, as far as we know the linear isomer has not been detected
in water samples at significant concentrations and its estrogenic
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of technical NP (NP), consisting mainly in a mixture of branched
para-isomers {>90%) | 5,6].

Due to the ubiquitous presence of NP |1.7] and the low
levels required to assess the EQS for these compounds in a
great varbety of complicated matrices, the development of ade-
quate analytical methods to determine NP is still a challenge
|5.6,8.9].

Both GC-MS [6,8-10] equipped with a single quadrupole and
LC-MS [11] with single quadrupole or LC-MS/MS [5.7-9,12-14]
with a triple quadrupole (QgQ) have been widely used to quan-
tify NP in envi I samples. b Lc ques are
preferred over GC-MS because there is no need to perform any

ivatization step, which the total analysis time and may
show low yields in complex matrices [10]. On the other hand, in
UHPLC-MS/MS the overall NP isomers elute as a single chromato-
graphic peak, making possible the simultancous quantification of
NP with the same fragmentation pathway. Normally, an off-line
precons ion step by solid-phase extraction (SPE) is required
to allow the determination of NP at the levels established in the
legislation.

Reproduced with permission from: J. Chromatogr. A, 2013, 1301, pp 19-26.
Copyright © 2013 Elsevier B.V. http://dx.doi.org/10.1016/j.chroma.2013.05.033
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Fast methodology for the reliable determination of
nonylphenol in water samples by minimal labeling
isotope dilution mass spectrometry?

Journal of Chromatography A 1301 (2013), 19-26
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Gonzalez,> Antoni Francesc Roig-Navarro. *2
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ABSTRACT

In this work we have developed and validated an accurate and fast
methodology for the determination of 4-nonylphenol (technical mixture) in
complex matrix water samples by UHPLC-ESI-MS/MS. The procedure is based
on Isotope Dilution Mass Spectrometry (IDMS) in combination with Isotope
Pattern Deconvolution (IPD), which provides the concentration of the analyte
directly from the spiked sample without requiring any methodological
calibration graph. To avoid any possible isotopic effect during the analytical
procedure the in-house synthesized 13C1-4-(3,6-dimethyl-3-heptyl)phenol) was
used as labeled compound. This proposed surrogate was able to compensate
the matrix effect even from wastewater samples. A SPE pre-concentration step
together with exhaustive efforts to avoid contamination were included to reach
the signal-to-noise ratio necessary to detect the endogenous concentrations
present in environmental samples. Calculations were performed acquiring only
three transitions, achieving limits of detection lower than 100 pg/g for all
water matrix assayed. Recoveries within 83-108% and coefficients of variation

ranging from 1.5% to 9% were obtained. On the contrary a considerable
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overestimation was obtained with the most usual classical calibration
procedure using 4-n-nonylphenol as internal standard, demonstrating the

suitability of the minimal labeling approach.

KEYWORDS: Nonylphenol, Isotope dilution mass spectrometry, Minimal

labeling, Isotope pattern deconvolution, LC-MS/MS, Wastewater analysis

1. INTRODUCTION

Nonylphenols (NPs) are degradation products of non-ionic surfactants, NP
polyethoxylates, which have been widely used in the production of detergents,
plastics, textiles, paper and agricultural chemical products. Since they are able
to mimic the structure of the natural hormone 173-estradiol, which confers on
them endocrine disrupting capabilities [1], NPs have been included in the list
of priority substances in the Water Framework Directive (WFD) [2] and in the
Directive of Environmental Quality Standards(EQSD) [3]. The new proposal for
a Directive amending the WFD and EQSD (COM(2011)876) [4] legislates the
mixture of isomers nonylphenol (CAS 25154-52-3) including isomers 4-
nonylphenol (linear) (CAS 104-40-5) and 4-nonylphenol (branched) (CAS
84852-15-3). Nevertheless, as far as we know the linear isomer has not been
detected in water samples at significant concentrations and its estrogenic
power is lower than in branched isomers [5]. Therefore, the evaluation of the
harmful effects of NPs is focused on the determination of technical NP (NP),

consisting mainly in a mixture of branched para-isomers (>90%) [5, 6].

Due to the ubiquitous presence of NP [1, 7] and the low levels required to
assess the EQS for these compounds in a great variety of complicated matrices,
the development of adequate analytical methods to determine NP is still a
challenge [5, 6, 8, 9].
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Both GC-MS [6, 8-10] equipped with a single quadrupole and LC-MS [11] with
single quadrupole or LC-MS/MS [5, 7-9, 12-14] with a triple quadrupole (QqQ)
have been widely used to quantify NP in environmental samples. Nevertheless,
LC techniques are preferred over GC-MS because there is no need to perform
any derivatization step, which increases the total analysis time and may show
low yields in complex matrices [10]. On the other hand, in UHPLC-MS/MS the
overall NP isomers elute as a single chromatographic peak, making possible
the simultaneous quantification of NP with the same fragmentation pathway.
Normally, an off-line preconcentration step by solid-phase extraction (SPE) is
required to allow the determination of NP at the levels established in the

legislation.

Nowadays there is still no consensus in the selection of a NP isomer which
represents both the estrogenic power and the composition of NP in nature. Due
to the complexity of the vast majority of environmental samples, the use of an
internal standard (IS) during NP determination is almost mandatory. This
selected IS should show the same behavior than NP, regarding sample
treatment and instrumental measurement [5]. As far as we know, with the
exception of Rabouan et al [5], all published papers have used some
commercial technical mixture as quantification standard. On the other hand
several internal standards have been employed. In GC/MS, isomers 13C6-363-
NP (4-(3,6-Dimethyl-3-heptyl)phenol-ring-13C¢) [6] and 4-sec-NP(4-(2,6-
dimethylhept-3-yl)phenol)[10] have been used and each one was compared
with the linear isomer 4-n-NP, other usual internal standard . Both papers
consider the linear isomer unsuitable due to the different behavior during SPE
step [6] or to the different derivatization yield [10] compared to branched NP.
Regarding LC-MS (or MS/MS), 4-n-NP-ds has been used satisfactorily by Loos
et al [7, 12] although in older works [14] it has been considered as unsuitable
due to low purity of the standard. Another deuterated isomer, 4-n-NP-ds4, has
been also employed as surrogate [13]. Ferguson et al. [11] discuss the potential
limitations of the method using the isomer 13C¢-4-n-NP as surrogate and 4-n-

NP as internal standard. They conclude that the linear internal standard
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accounts for the matrix effect in the surrogate correctly since both isomers
coelute. However, the branched NP elutes at different retention time, probably

together with different matrix, and hence the quantification is approximate.

The use of an appropriated internal standard with identical retention time
than the analyte might provide the true concentration of NP in complex matrix
water samples. In this sense, according to Gonzalez-Antufia et al. [15, 16] a
minimal labeling (e.g. a single 13C label in the molecule) ensures the same
physicochemical behavior between the analyte and the isotopically labeled
internal standard. The problem associated with this choice is the non-linear
isotope dilution calibration graphs owing to the spectral overlap. Nevertheless

it can be overcome using Isotope Pattern Deconvolution (IPD).

IPD permits the calculation of the molar fraction of natural and labeled
compound in the spiked sample by multiple linear regression using the whole
or a part of the mass isotopomer distribution [17]. In addition, this alternative
approach does not require any methodological calibration graph, so the total
analysis time is drastically reduced. Recently, IPD has been adapted to the
determination of diclofenac by UHPLC-MS/MS, demonstrating its applicability

to tandem mass spectrometry [18].

In this work, we propose a procedure based on minimal labeling and IPD for
the determination of NP in water samples by SPE-UHPLC-MS/MS. For this
purpose, the labeled branched isomer 13C;-4-(3,6-dimethyl-3-heptyl)phenol
(13C1-363-NP) has been synthesized in our laboratory and characterized in
terms of isotope composition and concentration. Furthermore, possible matrix
effect has been corrected since labeled NP surrogate, enriched in a single
carbon atom, coelutes with NP. The method has been validated in bottled
water, effluent wastewater and influent wastewater spiked at two
concentration levels. Finally, the figures of merit provided by the developed
methodology were compared with those obtained by the usual external

calibration using 4-n-NP as internal standard.
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2. MATERIALS AND METHODS

21 Reagents and materials

The technical 4-nonylphenol mixture (NP) of chain isomers (no. 290858) was
purchased from Sigma-Aldrich (Steinheim, Germany) and 4-n-nonylphenol (4-
n-NP) were delivered by Dr. Ehrenstorfer (Augsburg, Germany). Stock
solutions were prepared by dissolving the corresponding standards in
dichloromethane. All stock solutions were stored at -20 2C and employed to
prepare daily gravimetrically diluted working standard solutions in methanol.
Methanol, acetonitrile and dichloromethane solvents (analysis grade) as well
as formic acid (reagent grade) and ammonium acetate (reagent grade) were
provided by Scharlau (Barcelona, Spain). Solid phase extraction (SPE) was
performed using C18 cartridges Extrabond of 3 mL volume and 500 mg
sorbent which were also provided by Scharlau. The pH of the mobile phase was
adjusted approximately to 7 by adding ammonium hydroxide from Fluka
(Buchs, Switzerland). HPLC-grade water was obtained by purifying
demineralized water in a Milli-Q gradient A10 (Millipore, Bedford, MA, USA).
Commercially bottled water stored in polyethylene terephthalate (PET) bottles

was employed.

For the synthesis of 4-(3,6-dimethyl-3-heptyl) phenol, boron trifluoride (BF3)
diethyl etherate, n-hexane, 3,6-dimethyl-3-heptanol and phenol were
purchased from Alfa Aesar (Karlsruhe, Germany). The 13C; -4-(3,6-dimethyl-3-
heptyl)phenol (13C1 -NP) was synthesized using 13C; -phenol from Cambridge
I[sotope Laboratories (Andover, MA, USA).

2.2 Synthesis of 13C1-nonylphenol

The synthesis of 13C;-4(3,6-dimethyl-3-heptyl)-phenol ( or 13C:-363 NP) was
based on a Friedel-Crafts alkylation of 13C;-labelled phenol and a tertiary
nonylalcohol employing BF3-ether complex as catalyst [19, 20]. The procedure

is illustrated in Figure 1. As can be observed, the selected labeling position
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corresponds to the carbon linked to the hydroxyl group, which remains in the

main fragment ions measured by tandem mass spectrometry.

Experimental procedure for the preparation of 13C1-4(3,6-dimethyl-3-heptyl)-
phenol: To a stirred solution of 13C;-labelled phenol (125 mg, 1.31 mmol) and
3,6-dimethyl-3-heptanol (126.5 mg, 0.88 mmol) in hexanes (50 mL) was added
boron trifluoride etherate (156 pL, 0.9 mmol). The resulting mixture was
stirred overnight, then ice-water (50 mL) was added and extracted with
hexanes (3 x 30 mL). The organic layers were dried (sodium sulfate), filtered
and concentrated under vacuum to afford a a crude oily product which was
purified through liquid chromatography (silica-gel, hexanes: ethyl acetate
(15:1)) to afford 140 mg (yield = 72%) and characterized by 'H NMR and 13C
NMR.

(l)H
13C
~
OH |
13 =
N HO BF,-Et,0
| +  HC cH, T HC CH,
/
CHs CHs
H,C HsC

Figure 1. Synthesis pathway of labeled 13C;-4-(3,6-Dimethyl-3-heptyl)-phenol(3C;-

NP).
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Spectroscopic data of 13Ci-4(3,6-dimethyl-3-heptyl)-phenol: tH NMR (CDCl;,
500 MHz) § 7.16 (1H, d,J = 9.2 Hz), 7.14 (1H, d,J = 9.1 Hz), 6.81 (1H, d, / = 8.8
Hz), 6.80 (1H, d, / = 8.8 Hz), 5.40 (1H, br s), 1.74-1.64 (2H, m), 1.59-1.39 (m,
3H), 1.24 (3H, s), 1.08-1.01 (1H, m), 0.92-0.85 (1H, m), 0.85 (6H, t, ] = 6.9 Hz),
0.69 (3H, t,/ = 7.5 Hz) ppm; 13C NMR (CDCls, 125 MHz) 6 152.8, 140.3 (d, / = 8.2
Hz), 127.6, 114.8 (d, /] = 66.2 Hz), 40.6, 40.3, 35.7, 33.2, 28.7, 23.6, 22.7, 8.7
ppm.

Purity was evaluated by GC-EI-MS (see Figure 2). Since only one peak was
obtained, the content of 13Ci-nonylphenol was established as higher than
99.9%. The mass spectra of the 3Ci-nonylphenol and the analogous natural
analogue are also included in Figure 2. As can be observed, the main fragment

ions corresponding to the labelled compound are shifted by one mass unit.

Figure 2. GC-EI-MS chromatogram of 13Cy-4-(3,6-dimethyl-3-heptyl)phenol and mass
spectra of a standard of a 4-(3,6-dimethyl-3-heptyl)phenol and b 13C1-4-(3,6-dimethyl-
3-heptyl)phenol (13C1- NP).
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2.3 Instrumentation

Identification and quantification of analytes were carried out using an Acquity
UPLC system (Waters Corp., Milford, MA, USA), equipped with a binary solvent
manager and sample manager. An Acquity UPLC HSS T3 column 1.8 pm, 2.1
mm x 100 mm (i.d.) (Waters) was used. The column oven was set at 40 2C, the
flow rate was 300 pL/min and the injection volume was 20 L. The separation
was performed under isocratic conditions with a mobile phase consisted of
95% methanol/bottled water with 0.01% ammonia and 0.1 mM ammonium

acetate.

A TQD (quadrupole-hexapole-quadrupole) tandem mass spectrometer with an
orthogonal Z-spray-electrospray interface (Waters) was used for UHPLC
analysis. The mass spectrometer was operated in negative mode electrospray
ionization in selected reaction monitoring (SRM) mode. Drying as well as
nebulising gas was nitrogen, obtained from a nitrogen generator N, LC-MS
adapted for LC-MS analysers (Claind, Teknokroma, Barcelona, Spain). The
operating parameters of the spectrometer were capillary voltage 3.30 kV, and
source and desolvation temperatures 120 and 350 2C, respectively. The cone
gas and desolvation flow were set at 40 and 400 L/h. For operation in MS/MS
mode, collision gas was Argon 99.995% (Praxair, Madrid, Spain) with a
pressure of approximately 4-10-3 mbar in the collision cell. Dwell times of 0.1
s/scan were chosen. Masslynx v 4.1 (Waters, Manchester, UK) software was

used to process the quantitative data obtained.

Gas chromatography analyses were performed using an Agilent 6890 Series GC
equipped with a split-splitless injection port, and mass spectrometric detector
(Agilent 5973 N MSD) with an electron ionization (EI) source and MPS2
autosampler from Gerstel (Linthicum, MD, USA). The GC was fitted with a 30 m
x 0.25-mm (i.d.), 0.25-um DB-5MS column (Hewlett-Packard). The column
temperature was initially held at 60 2C for 1 min, and then a temperature ramp
of 10 °C/min was applied until 300 2C and this temperature was maintained

for 1 min. Helium was used as carrier gas at a flow rate of 1mL/min.
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Temperature of the injector was set to 280 2C and a sample volume of 2 pL was

injected in splitless mode.

2.4 Extraction of technical NP from water

Before loading the SPE cartridges, all effluent (EWW) and influent (IWW)
wastewaters with observable suspended particulate matter were decanted by
pouring the water after sedimentation slowly from the sample bottles into
clean 1 L glass (Schott-Duran) bottles [12]. IWW samples were diluted five
times in bottled water due to their high complexity and organic matter content.
C18 cartridges were previously rinsed with 6 mL of acetone and conditioned
with 6 mL of methanol and 6 mL of bottled water. 200 mL of water were
spiked with an appropriate amount of the 13C;-NP, according to the random
error propagation theory [21]. Accurate and precise results will be obtained
when the ratio of concentrations between the natural and labeled compound is
in the range of 0.1 to 10. To prevent volumetric errors, the amount of sample
and spike added were determined gravimetrically. Then, the sample was
passed through the cartridge by gravity (flow around 3 mL/min). After drying
for 30 min, analytes were eluted with 5 mL of methanol. Finally, the extract
was evaporated to a volume of around 0.5 mL with a gentle stream of nitrogen
(40 2C) in a water bath.

2.5 Reduction of blank contamination

One of the main challenges in the determination of nonylphenol is having
under control all the possible contamination sources [22]. The amount of NP
coming from all the possible contamination sources of the developed method
has been minimized and subtracted to the total measured NP concentration.
The main contribution of the sought compound was from Milli-Q water, LC
septa and SPE cartridges. Actually, due to the noticeable levels detected in
Milli-Q water, bottled water stored in PET bottles has been employed as a
sample blank. The selection of appropriate LC septa is also critical, since most

PTFE/Silicone septa in LC vials filled with the methanolic extract of sample
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releases NP. To prevent any possible contamination LC vials and screw caps
were rinsed with methanol. On the other hand, SPE cartridges were rinsed

with acetone and dried before use.

Finally, according to the cleaning procedure of Chen et al. [23], glassware was
washed with tap water, sonicated with Milli-Q water and then rinsed with
acetone, dichloromethane and methanol. Plastic material (e.g. SPE adapters)

were washed with tap water and rinsed with acetone and methanol.

After applying all the cleaning procedure, reagent blanks obtained were within

the range of 10-30 pg/g.

2.6 Determination of technical NP by Isotope Pattern
Deconvolution

For the quantification of NP three transitions were employed: 219 > 133, 220 >

134 and 221 > 135. The molar fractions (Xn. and Xi,») of natural abundance

and labeled NP were calculated by multiple linear regression using the

following system of equations:

219>133 219>133 219>133 219>133
A A A e
mix nat lab X
220 >134 220>134 4220>134 nat 220> 134
A =| A A . +|e
mix nat lab X
221>135 221>135 221>135 lab 221>135
A A A e
mix nat lab (1)

where the A'”/ values corresponds to the measured relative abundance of the

compound in the mixture for the SRM transition of nominal massesi > j and the

A”J and A];J values the theoretically calculated or experimentally measured

abundances for the natural NP and labeled 13C;- NP, respectively. The amount
(mols) of natural abundance NP in the sample, Nyq;, is then calculated using
equation (2) where the amount (mols) of labeled NP added, Nj» must be

known.
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X
nat N lab = (2)
t X lab

Confirmation of positive findings was carried out by calculating the peak area
ratios between the quantification transition (Q) 219 > 133 and the
confirmation transition (q) 219 > 147, and comparing them with ion-ratios

from a reference standard.

3. RESULTS AND DISCUSSION

As it was reported in a previous work [18], the application of IPD to tandem
mass spectrometry (QgQ) in Selected Reaction Monitoring (SRM) mode
requires the calculation of the product ions mass isotopomer distribution of
natural abundance and isotope-labeled compound. For the quantification of NP
the neutral loss of a CsH14 group in the molecule was selected [9]. The resulting
mass isotopomer distribution coming from each isotope pattern were
computed using the software Isopatrn implemented by L. Ramaley et al. [24].
Then, molar balances for all these transitions were established as a function of
each compound. The procedure is illustrated in Figure 3, where the measured
isotope pattern of the spiked sample is deconvoluted into its constituting
components by multiple least squares, providing the molar fraction of NP (X,
and 13(:1-NP (X]ab).

31 Study of the spectral purity and isotope enrichment of
13C1-nonylphenol

The accuracy of the IPD procedure relies on the correct value of the relative

abundances employed for NP and 13C;-NP. In tandem mass spectrometry

different fragmentation pathways can take place simultaneously, leading to

different product ions.
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Figure 3. [llustration of the IPD process for a mixture containing an equimolar amount
of nonylphenol (NP) and 13C;-nonylphenol (13C1- NP).

The overlapping of the selected fragmentation cluster with any adjacent
cluster ion (with one extra hydrogen or one hydrogen less) [15] modifies the
isotopomer distribution of each isotope pattern, thus it has to be taken into
account. In order to quantify the contribution of each individual source to the
overall selected cluster, a complete cluster characterization was performed
before isotope dilution analysis using multiple linear regression [15, 25]. A
standard solution of around 500 ng/g of NP in methanol was injected 10 times
to the UHPLC-MS/MS in SRM mode, including all transitions corresponding to
the fragment clusters [M-H-C¢H14],, [M-H-CsH1s]- and [M-H-CeHi3]~. The results
showed a contribution of 96.0 + 0.3 for [M-H-C¢H14]- and 4.0 + 0.3% for [M-H-
CeH1s]- cluster. Additionally, spectral purity was evaluated in bottled water,

surface water and effluent and influent wastewater. As it can be seen in Table
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1, the fragmentation factors did not change with the matrix of the sample.
Consequently, the theoretical isotopomer distribution of the natural
abundance nonylphenol was recalculated to include the [M-H-CeHis]-

contribution.

For the calculation of the isotopomer distribution of 13C;-NP, the extent of
labeling must be determined previously. To this end, standard solutions
containing 500 ng/g of 13C;-NP were injected in the UHPLC-MS/MS system
(n=5). The measured cluster abundances were compared with those calculated
for theoretical enrichments of the labeled compound from 96.5 to 99.5% 13C..It
is worth stressing that the fragmentation pattern is independent of the isotope
composition of the molecule (natural or labeled), thus the theoretical cluster
abundances of 13C;-NP were also recalculated including the [M-H-CeHis]-
contribution. Since the lower the sum of squares of errors, the more similar the
mass isotopomer distribution examined, the computation of such errors
allowed us to find the 13C; enrichment of the molecule. A clear minimum was
obtained for around 98 atom % 13C; for all the replicates (see Figure 4).
Accordingly, the theoretical isotopomer distribution of the labeled compound

was calculated assuming a 13C; enrichment of 98%.

Table 1. Contribution of the main theoretical pure clusters to the final measured

cluster in different water samples for NP

Relative abundances (%)

Fragmention  Bottled Surface Effluent Influent
water water wastewater wastewater

[M-H-CeH14] 96.1 + 0.42 96.2+£0.4 954+ 0.4 95.5+0.4

[M-H-C6H1s]- 3904 3.8+x04 4.6+0.4 45+04

a The standard uncertainty of the results corresponds to two UHPLC-MS/MS injections.
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Once obtained the whole isotope distribution of NP and 13C;-NP, the IPD
approach can be applied. The resulting overdetermined system of equations

can be expressed, in matrix form, as

(4227157 10.81280 0.01643] 2195133 ]
AP0 10.05740  0.03470 L2051
AP0-134 1 10.08027  0.80661 0220134
A,f,?;>133 0.00173 0.00227 p221>133
275 10.00555 005659 | [X,, 7 |2
A1 | 710.00521 0.07090 [ Xzab}r JEAISEE 3)
AZ2>13 1 10.00003  0.00006 225153
A22>13 1 10.00016 0.00170 JRISEEY
A2>15110.00036  0.00490 JRASSES
| 47271 | 1000026 0.00440 | s

i>j

The “mx values corresponds to the measured relative abundance of the
compound in the mixture for the SRM transition of nominal masses i > j. These
values are determined experimentally by peak area integration of several
product ions. The relative abundance of each fragment is then calculated
dividing the peak area of a given SRM transition by the sum of all areas. As we
have more parameters (transitions) than unknowns (molar fractions) an error
vector is included in eqn (3). The best values of X, and Xia» are found by least

square minimization of the error vector ‘e’.

Finally, only three SRM transitions were selected (219 > 133, 220 > 134 and
221 > 135), according to the random error propagation theory, to make
possible the application of this alternative technique in routine multi-residue

analysis.
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Figure 4. Calculation of the 13C enrichment for a standard solution containing 500 ng/g
of 13C1-nonylphenol (33C;- NP).

3.2 Optimization of chromatographic conditions

In order to achieve the elution of NP as well as 4-n-NP different mobile phases
based on methanol or acetonitrile and water were tested. The addition of
different modifiers such as ammonia, ammonium acetate and formic acid were

also evaluated.

The use of gradient conditions led to inappropriate higher areas due to the
trace nonylphenol contamination of Milli-Q water, which is accumulated at the
head of the column. As a consequence, isocratic conditions were employed.
Regarding mobile phase composition, higher sensitivity was observed when

137

N
Rt
%
="
2]
=}

=
3)
=
]
%}
7]
)

[~




Fabregat-Cabello et al./ ]. Chromatogr.A, 1301(2013) 19-26

the analyte was eluted with methanol instead of acetonitrile. The addition of
ammonia as a modifier also increased the signal of the analyte while formic
acid decreased it. We also observed that combination of ammonium acetate
with ammonia did not decrease significantly the signal but stabilized it.
According to this, a mobile phase consisted in 95:5 methanol:water containing
0.01% ammonia and 0.1ImM ammonium acetate was selected. In this
conditions the compounds were eluted in a 3-minutes run without the need of
column stabilization between injections. Finally, we reduced the background

associated to blank contamination using bottled water instead of Milli-Q water.

3.3 Solid-phase extraction

To reach the sensitivity necessary to detect the typical concentrations of NP
present in environmental samples an off-line pre-concentration step was
included. For this purpose, bottled water was spiked with NP at two

concentration levels; namely, 0.1 ng/g and 1 ng/g.

In spite of some authors reject the use of any plastic material during the
analytical procedure [22] SPE was selected because it is a simple and rapid
isolation technique widely used in routine laboratories. The use of Oasis HLB
cartridges was rejected due to the low recoveries described in literature [26,
27] associated to the high hydrophobicity of NP. Following literature
recommendations [26], samples were passed through C18 cartridges. The
elution solvents tested were acetonitrile and methanol. Although no relevant
differences were noticed, the mobile phase is based on the last one; so,

methanol was selected for elution (5 mL).

Once the type of cartridge and elution solvent were selected, different sample
volumes were evaluated. It was observed that 100 mL of water spiked at the
low concentration tested were not enough to confirm the presence of
nonylphenol, i.e. the peak area corresponding to the transition 219 > 147 was
too low. Therefore, the sample volume was increased up to 200 mL, which did

not exceed the breakthrough volume. In these conditions, the SPE recoveries
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were around 70 %. In any case, the use of 13C1-NP as surrogate allowed us to

obtain satisfactory recoveries (see next section).

3.4 Method validation

Analytical characteristics of the developed method were evaluated in three
types of water samples (bottled, EWW and IWW). Accuracy and precision were
estimated from recovery experiments of the target compound at two
concentration levels, analyzing three independent replicates injected three
times each. Bottled samples and EWW were spiked at 0.1 and 1 ng/g of NP,
while IWW was spiked at 1 and 10 ng/g because of its higher endogenous
nonylphenol concentration. Afterwards, the synthesized labeled compound
13C4-NP was added at the same concentration level as NP. Since it was not
possible to obtain a true blank sample, bottled water, EWW and IWW were
previously analyzed and the concentrations of the analyte found were
subtracted from the spiked samples, resulting in higher errors in the recovery
calculation. Figure 5 shows the chromatograms corresponding to the different
spiked water samples analyzed at their low validation level. As can be seen, the
labeled and natural nonylphenol co-elute, thus there were no chromatographic
isotopic effects and recoveries within 83-108% were obtained (Table 2).This

values indicate that matrix effect is correctly accounted for.

Precision, expressed as repeatability in terms of relative standard deviation
(RSD), was from 1.5 to 9%, which are considerably lower than the maximum
required by SANCO guide [28] (RSD < 20%).

The spiked samples were also quantified by classical calibration curve
employing 4-n-NP as internal standard. To this end, increasing concentrations
(0.05-5 pg/g) of NP in methanol containing 0.4 ug/g of 4-n-NP were injected in
triplicate through the UHPLC- MS/MS. To build the calibration graph, relative
areas were used, selecting the transition (219 > 106) for the linear
nonylphenol and (219 >133) for NP. We spiked samples at 1ng/g of 4-n-NP

and extracted them as described previously. As can be seen in Table 2, a clear
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overestimation was observed when using such internal standard, especially in
effluent wastewater. Due to the fact that 4-n- NP elutes at different retention
time than NP it cannot mimic the behavior of the analyte, especially in
complicated sample matrix such as effluent wastewater in which no sample
dilution was performed. Contrary to previous publications [14], we observed

that in this case linear nonylphenol was not well suited as internal standard.

In the line of European Commission Decision 2002/657/EC [29], the
confirmation of the positive findings were carried out by calculating the peak
area ratio between the most intense transition (219 > 133) and the

confirmation transition (219 > 147).

a b o
139 138 136
1007 55504 100 8.16e4 100] 7.47e4
2} == =
3 219> 133 3 o
0.88
050 100 150 200 250 300 050 100 150 2.00 250 3.00 TTT050 100 150 2.00 250 3.00
136 136 133
L 55084 100 7.05e4 1007 48584
»l w] ]
3 220> 134 3 4
] 0.88
U ™ L) | U ™ L) i ™ T T T T " U L ikl ichiel M il bbbl A il Mot it AL it |
050 100 1:0 200 250 3.00 050 1.00 150 200 250 3.00 050 100 150 200 250 3.00
13 135 133
100) 5.2583 1007 65683 100] 40783
) ) ]
8 221> 135
050 100 150 2,00 250 3.00 050 100 150 2.00 250 300 050 100 150 2.00 250 3.00
Time (min}

Figure 5. Chromatograms in negative electrospray ionization for technical
nonylphenol in; (a) bottled water at 0.1 ng/g, (b) effluent waste water 0.1 ng/g, and (c)

influent waste water at 1 ng/g.
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In spite of the theoretical contribution of 13C;-NP to these transitions, this was
low enough to not to induce false positives, making possible the appropriate

confirmation of the samples.

Finally, the limit of detection (LOD) and limit of quantification (LOQ) were
estimated for S/N = 3 and S/N = 10, respectively, from the chromatogram of
the lowest concentration level tested. The values obtained are shown in Table
3 and were similar to other conventional methods proposed for the
determination of NP [14, 26, 30]. In the line of the new proposal for a Water
Framework Directive, the annual average value for technical nonylphenol in
waters is 0.3 pg/L, whereas the maximum acceptable concentration (MAC-
EQS) is 2 pg/L. Thus the developed procedure could be very useful to carry out
a fast determination of NP at the levels established by the legislation.

Table 2. Recovery of technical nonylphenol in bottled water and effluent and influent

waste water obtained by minimal labeling and by a classical calibration curve.

Recovery (%)

L . . Classical
Validation level Minimal labeling . .
Sample calibration
(ng/g) and IPD
procedure
0.1 97 £ 9a 165+8
Bottled Water
1 104 +5 123+18
Effluent 0.1 83+5 385+ 55
Wastewater 1 106.0 + 1.8 596 + 20
Wastewater 10 108.0 £ 1.5 15155

aThe uncertainty of the values corresponds to 1s standard deviation of three

independent replicates injected three times each.
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Table 3. Limits of detection (LODs) and limits of quantification (LOQs) and blank

values in the three matrices studied.

Limit of Limit of

. . Blank value
Sample Detection Quantification
(pg/8)
(pg/8) (pg/g)
Bottled water 9 29 18.1 £ 0.62
Effluent Wastewater 6 21 102.6+2.4
Influent Wastewater 86 290 801 +21

aBlank values correspond to one replicate injected three times

4. CONCLUSIONS

An UHPLC-MS/MS method for the determination of NP in wastewater samples
has been developed and validated. The selected quantification procedure is
based on isotope dilution mass spectrometry and isotope pattern
deconvolution which provides reliable and fast results. Each sample is spiked
with a minimal labeled internal standard, separated in the UHPLC-MS/MS
system and quantified without the need to resort to any methodological
calibration graph. The labeled branched isomer 13C; -4-(3,6-dimethyl-3-
heptyl)phenol has been synthesized and used as surrogate. Since this
compound is enriched in a single carbon atom it shows identical
physicochemical properties than the technical NP mixture assayed and
therefore the same retention time. Thus, it provides a suitable matrix effect
correction in ESI ionization source. The validated method is robust and
sensitive, even in influent wastewater. High accuracy (recovery near 100%)
and precision (CV bellow 10%) are obtained which confer on the procedure
high reliability for the determination of NP at the EU legislation requirements.
On the contrary, when quantifying with the most usual classical calibration
procedure with 4-n-NP as internal standard important overestimation was

observed, especially in effluent wastewater.
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Future works will be in line with the synthesis of new single 13C labeled
standards for the development of multiresidue methods with the inclusion of
other legislated alkylphenols combining IPD calculations. Moreover,
alternative extraction methods able to be used in routine laboratories should
be investigated to reduce the time associated to the off-line preconcentration
step by SPE.
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3.3 Desarrollo y validacion de un método para la
cuantificacion de alquilfenoles por espectrometria

de masas de dilucion isotdpica

Tal y como se ha resefiado en el apartado anterior, los alquilfenoles son un
grupo de disruptores endocrinos que han sido ampliamente utilizados y que,
por lo tanto, suponen un riesgo para el medio acudtico en su conjunto. En este
tercer trabajo, a modo de ampliacién y mejora de la metodologia de analisis
desarrollada en el articulo cientifico 2, se desarrolld y validé en aguas
residuales un método de cuantificacién basada en IPD, esta vez incluyendo el
4-t-octilfenol. Para ello, se sintetizé y caracterizé el analogo marcado 13C;-t-

octilfenol, tal y como se vera mas adelante en este mismo apartado.

Esta seleccién de un nuevo compuesto se basé en que el 4-t-octilfenol (o
simplemente, OP) es el segundo alquilfenol més utilizado tras el nonilfenol
para la fabricacion de APEO, alcanzando aproximadamente el 20% de la
produccién. Ambos alquilfenoles se caracterizan por ser introducidos en el
medio acuatico en grandes cantidades, aunque el OP suele encontrarse a una
concentracion un orden de magnitud inferior que el NP17. Otra diferencia entre
ambos compuestos es que la sintesis del t-octilfenol genera un tnico producto,
en contraste con la mezcla técnica de compuestos para-sustituidos generada en
el NP. El resto de caracteristicas son compartidas con el NP y han sido ya

descritas anteriormente.

De la misma forma que el nonilfenol, el octilfenol se encuentra regulado dentro
de la Directiva Marco del Agua’, aunque a un nivel mas bajo en aguas
superficiales, siendo 0.1 ug/L en vez de 0.3 pg/L como ocurria con el NP. Este
hecho puede justificarse mediante estudios hematolégicos, bioquimicos y
hormonales recientes, los cuales demuestran que los efectos individuales del

OP son mas acusados que los producidos por un mismo nivel de NP17.
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En cuanto al tratamiento de muestra se estudié la aplicaciéon de técnicas
conformes con las tendencias actuales de reduccién de tiempo de aplicacidn,
de costes y de volumen de disolventes organicos que puedan resultar nocivos
para el medioambiente. La técnica escogida fue la microextracciéon en fase
liquida (LPME), una miniaturizacién de la extraccién liquido-liquido clasica. De
esta técnica, LPME, se esperaba obtener elevados valores de preconcentracion

en extractos limpios.

Desarrollo experimental

En este trabajé se recurri6 de nuevo al acoplamiento UHPLC-MS/MS,
adoptando las condiciones cromatograficas del trabajo anterior ya que fueron

adecuadas para la introduccién de este nuevo compuesto.

Respecto al tratamiento de muestra, como se ha comentado, la principal
mejora incluida en el desarrollo de este método se basé en la aplicacion de la
microextracciéon en fase liquida con capilares de fibra hueca (HF-LPME, hollow

fiber liquid phase microextraction).

De forma general, la HF-LPME consiste en una técnica miniaturizada de
extraccidn liquido-liquido en la que la fase aceptora se encuentra impregnando
una fibra hueca porosa disefiada en polipropileno. Esta técnica surgio a finales
de los afios 9018 como una mejora respecto a las extracciones que empleaban
una gota colgante, ya que se incrementaba la reproducibilidad utilizando la

fibra a modo de soporte.

El principio basico de la HF-LPME es el paso de los analitos desde una fase
acuosa (la muestra) hasta la fase aceptora, formada por tan solo unos pocos
microlitros. De esta forma es posible obtener los ya comentados extractos mas
limpios y factores de preconcentracion muy altos. En este trabajo, la

configuracién seleccionada para la extraccidn de los alquilfenoles, OP y NP, fue
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de dos fases, siendo una la fase acuosa de la muestra y la aceptora un
disolvente organico. La fase aceptora de octanol fue seleccionada a partir de los
altos coeficientes de particién octanol-agua para ambos compuestos, siendo el
logKow cercano a 4. Tras treinta minutos de extraccion combinada con
agitacion, los extractos de octanol sélo tuvieron que ser diluidos en metanol
antes de ser introducidos en el sistema de analisis mediante UHPLC-MS/MS.
Puede observarse en la Figura 3.4 una imagen con el procedimiento de
extraccion empleado. También cabe destacar que la introducciéon de los
extractos con una proporciéon 1:9 octanol/metanol triplic6 la sefial obtenida
para ambos analitos, hecho que facilité la validacion a los niveles

seleccionados.

Teniendo en cuenta el tratamiento descrito, la ventaja principal de esta
metodologia es la reducciéon del tiempo de andlisis, unida ademés a una
significativa reduccion del coste por muestra. A modo de ejemplo, evaluando el
soporte Unicamente, una extraccion por HF-LPME cuesta unos pocos céntimos
de euros en comparacion con los varios euros que cuesta cada cartucho de SPE.
Ademas dicha técnica reduce considerablemente los volimenes de disolventes
organicos empleados, consiguiendo asi un procedimiento analitico mas
respetuoso con el medioambiente. También destaca la considerable reducciéon
del tiempo total de tratamiento de muestra necesario en la extraccién de HF-
LPME frente a la SPE. Asi, se pasa de necesitar unas ocho horas por extracciéon
en el caso de la SPE a menos de una hora (30 minutos de extraccién mas
manipulacién) en el caso de utilizar fibras. Los distribuidores de vacio
habituales disponibles constan de veinticuatro puertos de SPE, mientas que en
el caso de las fibras, la restricciéon de extracciones simultaneas esta ligada al

numero de placas agitadoras disponibles, que en nuestro caso fue nueve.

Finalmente, la metodologia desarrollada fue validada mediante la fortificacién
de ambos compuestos en muestras de agua medioambientales (influente y
efluente de depuradora) y en agua de calidad Milli-Q, a dos niveles de

concentraciéon (0.1y 1 pg/L).
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Figura 3.4 Esquema del proceso de microextraccion en fase liquida usando fibras

huecas.

Sintesis y caracterizacién del 13C;-octilfenol

Para el propdsito de reducir los posibles efectos isotépicos durante todo el
procedimiento analitico, se sintetiz6 el andlogo del OP natural enriquecido con
un solo carbono trece. Esta sintesis también se llevd a cabo mediante
alquilacion del fenol enriquecido isotépicamente con un 13C. Tras su sintesis y
purificacion, el compuesto fue caracterizado por GC-MS asi como por RMN. De
forma andloga al NP, la descripciéon completa de las sefiales de RMN se
encuentra en el articulo cientifico 3 mientras que el espectro se puede
consultar en la Figura 3.5.

Este compuesto fue empleado para la cuantificacion mediante IPD del OP de
composicién natural, asi como para la correccién de todos los posibles errores
derivados del procedimiento analitico aplicado, incluido el efecto matriz.
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ABSTRACT

We present here a new measurement method for the rapid extraction and
accurate quantification of technical nonylphenol (NP) and 4-t-octylphenol (OP)
in complex matrix water samples by UHPLC-ESI-MS/MS. The extraction of both
compounds is achieved in 30 min by means of hollow fiber liquid phase
microextraction (HF-LPME) using 1-octanol as acceptor phase, which provides
an enrichment (preconcentration) factor of 800. On the other hand we have
developed a quantification method based on Isotope Dilution Mass
Spectrometry (IDMS) and singly 13Ci-labeled compounds. To this end the
minimal labeled 13Ci-4-(3,6-dimethyl-3-heptyl)-phenol and 13C;-t-octylphenol
isomers were synthesized, which coelute with the natural compounds and
allows the compensation of the matrix effect. The quantification was carried
out by using isotope pattern deconvolution (IPD), which permits to obtain the
concentration of both compounds without the need to build any calibration
graph, reducing the total analysis time. The combination of both extraction and
determination techniques have allowed to validate for the first time a HF-

LPME methodology at the required levels by legislation achieving limits of
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quantification of 0.1 ng/mL and recoveries within 97-109%. Due to the low
cost of HF-LPME and total time consumption, this methodology is ready for

implementation in routine analytical laboratories.

KEYWORDS: Alkylphenol, Hollow fiber liquid phase microextraction, Isotope
dilution mass spectrometry, Isotope pattern deconvolution, LC-MS/MS,

Wastewater analysis

1. INTRODUCTION

Alkylphenols (AP) are chemical compounds that are mainly used to produce
alkylphenol ethoxylates (APEs), a class of synthetic surfactants widely used in
detergents and cleaning products. Among the AP ethoxylates, the nonylphenol
ethoxylates represent a 80 % while the remaining 20% are almost entirely
octylphenol isomers [1]. After degradation, APEs are released as AP, mainly in
the water environment. The main problem associated to AP is their ability to
mimic the structure of natural hormones, specifically 17-B-estradiol, which
confers on them endocrine disrupting capabilities. The widespread use of AP
polyethoxylates coupled with the harmful effects of alkylphenols had led to
include them in the list of the priority substances of the Water Framework
Directive (WFD) [2] which contain t-octylphenol (OP) and branched
nonylphenol (NP), a complex mixture of nonylphenol isomers which is known
as “technical grade nonylphenol”. Due to the method sensitivity required in
international regulations(i.e. 0.1 pg /Lfor OP and 0.3 pg/L for NP according to
EU Environmental Quality Standards, EQS), together with its ubiquitous
presence as contaminant, the identification and quantification of AP still

presents considerable challenges.

Contrary to the determination of OP, the determination of NP involves a
particular analytical challenge because NP comprises a complex mixture of
isomers. Since the legislation establishes the EQS for the sum of all forms of
branched 4-nonylphenol (CAS 84852-15-3), most laboratories employed

156



Capitulo 3

commercial technical nonylphenol mixtures as analytical reference standard to
quantify NP. In GC-MS their identification is based on the peak pattern
(fingerprint) and NP is quantified from the sum of all peaks belonging to the
chromatographic pattern [3]. This can be a tedious and non-reproducible work
since the analyst should use caution to include only those peaks from the
analyte. On the other hand, in LC-MS/MS the overall NP isomers elute as a
single chromatographic peak associated to transition 219>133. This transition
suggests that the a-carbon of the nonylphenols is mainly a tertiary carbon [4].
Nevertheless, we always have to take into account that a complete separation
is the only real way to asses both different disrupting capabilities and
sensitivity in the MS detector for the different nonylphenol isomers. However,
NP isomers can only be completely separated by GCXGC [4] which is not a
feasible option in most routine laboratories. Moreover, neither all the
chromatographic peaks are identified nor commercial standards exist for all
possible isomers. Taking these reasons into account, a recent work of Rabouan
et al. [5] proposes the isomer 353-NP ((3,5-dimethylheptan-3-yl)phenol) as a
reference material representative of both, instrumental sensitivity and toxicity
of NP.

In order to achieve the low quantification levels established by the EQS a
preconcentration step before the determination of alkylphenols in water
samples is mandatory. The most employed methodologies in AP determination
include liquid-liquid extraction (LLE) or solid phase extraction (SPE) [6].These
methodologies are usually time-consuming and require the use of large solvent
volumes. Nowadays there is an increasing demand of faster, cheaper and
environmentally friendly isolation techniques [7]. These requirements can be
fully accomplished by hollow fiber liquid phase microextraction (HF-LPME), a
relatively new and unexploited extraction technique [8]. As a consequence,
there are just a few HF-LPME methods ready to be implemented in routine
laboratories. Briefly, a liquid membrane of organic solvent is supported in the
pores of a hollow fiber which is in contact with an aqueous donor phase (the

sample) and an acceptor phase. If the acceptor phase is the same organic

157

2]
St
)
=
]
=

=
3]
St
]
Q
7]
Q

=4




Fabregat-Cabello et al./ ]. Chromatogr. A, 1328 (2014) 43-51

solvent as the immobilized in the fiber, it is known as a two-phase system. On
the other hand, if the acceptor phase is an aqueous solvent, the extraction is
performed in a three-phase system. Liu et al. [9] have developed an extraction
procedure for sampling OP and NP using 1-octanol supported on a
microporous hollow fiber. Nevertheless, this procedure was not able to
quantify both compounds at the required legislation levels since only a thin
film of octanol, attached to the outer fiber surface, is employed to extract the
compounds. Besides analytes need to be desorbed from the thin layer for
analysis by HPLC, which increased the total analysis time. A recent work [10]
proposed a three phase HF-LPME procedure for the extraction of the linear
isomers n-OP and n-NP and later HPLC determination, which assures the
compatibility between sample extract and chromatographic mobile phase and
column, but provided lower enrichment factors than two phase configurations.
However, incompatibility with LC solvents can be avoided by simple dilution
with methanol [11].

The analysis of OP and NP by LC techniques is preferred over GC because there
is no need to perform any derivatization step, which increases the total
analysis time and may show low yields in complex matrices [12]. On the
contrary, extracts obtained after a two phase configuration in HF-LPME are
directly compatible with GC analyzers. This advantage has been applied in the
analysis of NP and n-OP by GC-MS [13,14].

A relevant problem with the use of Electrospray ionization source (ESI) is the
matrix effect [15-18]. Signal suppression or enhancement can affect drastically
to sensitivity, precision and accuracy of the analytical results. Regarding
alkylphenols, for example, Chen et al. [19] found around 50% signal reduction
in river water for nonylphenol and other endocrine disruptor compounds, and
Vega-Morales et al. [20] observed signal suppression for alkylphenols ranging
from 9 to 24% in different wastewater treatment plant samples. Different
approaches have been assayed to minimize matrix effect, being the use of

Stable Isotope Labeled Internal Standard (SIL-IS) the most robust approach
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[16-18]. Thus, matrix-effects associated to complex matrices can be properly
overcome using a quantification methodology based on Isotope Dilution Mass
Spectrometry (IDMS). Classical IDMS, based on the use of methodological
calibration curves requires the use of multiple labeled compounds to avoid
overlapping in mass spectra. However, these multiple labeled compounds can
induce isotopic effects, notably when deuterium isotopes are used. According
to Gonzalez-Antuia et al. [21,22] isotopic effects are not observed by the use of
singly labeled analogues with 13C. To avoid the overlapping problem in the
mass spectra, Isotope Pattern Deconvolution (IPD) quantification tool can be
used. IPD do not requires the construction of any calibration graph and has
been tested satisfactorily for rapid quantifications in complex matrices [23-
25]. Briefly, IPD permits to isolate distinct isotope signatures from mixtures of
natural abundance and enriched tracer and the corresponding molar fraction
for each compound. From the ratio of the molar fractions between natural and
labeled compounds the concentration of the analyte in the sample can be
directly obtained [21].

The aim of this study is the development and validation of a HF-LPME-UHPLC-
MS/MS method for the determination of alkylphenols in complex water
samples in a single run. OP and NP, the two most ubiquitous EU-regulated
alkylphenols, are selected. Sample treatment has been minimized to avoid
contamination and a HF-LPME in a two phase configuration has been
developed using octanol as extraction phase. Quantification of OP and NP is
based on the combination of minimal labeling and IPD. To this end, a minimal
labeled 13C;-4-(3,6-dimethyl-3-heptyl)-phenol and 13C;-t-octylphenol isomers

were synthesized.
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2. MATERIALS AND METHODS

21 Reagents and materials

4-tert-octylphenol (purity grade 99.0%) was obtained from Supelco
(Bellefonte, PA, USA). In-house synthesized [25] !3Ci-4-(3,6-dimethyl-3-

heptyl)phenol (13Cy -NP) (purity 99% and 13Ci-enrichement 98%) was also
employed. In order to obtain the apparent concentration relative to technical
nonylphenol of in-house synthesized 13C1-NP by reverse IDMS, we acquired
two technical nonylphenol mixtures: technical nonylphenol (Pestanal, purity
grade 95.4%) from Riedel de Haen (Seelze, Germany) and technical
nonylphenol (purity grade 100.0%) by Dr. Ehrenstorfer (Augsburg, Germany).
Methanol (analysis grade), ammonium acetate (reagent grade) and
hydrochloric acid (37%, reagent grade) were provided by Scharlau (Barcelona,
Spain). For the extraction, 1-octanol (reagent grade, 99%) was obtained from
Sigma-Aldrich Co. (Madrid, Spain). The pH of the mobile phase was adjusted
approximately to 7 by adding ammonium hydroxide from Fluka (Buchs,
Switzerland). HPLC-grade water was obtained by purifying demineralized
water in a Milli-Q gradient A10 (Millipore, Bedford, MA, USA). Drinking bottled
water stored in polyethylene terephthalate (PET) bottles was also employed to

test the effect of mobile phase composition in analyte sensitivity.

OH
13l
=%
OH |
/
_BFEL,0
HsC CHj
3C CH3 H3C
H,C CHs

Figure 1. Synthesis pathway of labeled 13C1-4-tert-octylphenol(13C4-OP).
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Individual stock solutions of alkylphenols were prepared by dissolving 50 mg,
accurately weighted, in 50 mL of methanol. An intermediate mixed solution of
OP, NP, 13C;-NP and 13C;-4-tert-octylphenol ($3C:-OP) at a concentration of 0.5
mg / L was prepared after mixing individual stock solution and dilution with
methanol. An equivalent mixed solution with only the singly 13Ci-labeled
compounds was also prepared. Working solutions were subsequently
prepared from the mixed solution by dilution the appropriate volume with
methanol. All standard solutions (stock, intermediate and working solutions)

were stored in amber glass bottles at -202C in a freezer.

Accurel® Q3/2 polypropylene hollow fibers (600 pm id, 200 pm wall
thickness and 0.2 pum pore size) were purchased from Membrana (Wuppertal,

Germany).

For the synthesis of 4-tert-octylphenol, boron trifluoride (BF3) diethyl
etherate, hexane, 2,4,4-trimethylpent-1-ene (also known as diisobutene) and
phenol were purchased from Alfa Aesar (Karlsruhe, Germany). The 13C;-4-tert-
octylphenol, (13C; -OP) was synthesized using 13Ci-phenol from Cambridge
Isotope Laboratories (Andover, MA, USA).

2.2 Synthesis of 13C;-4-tert-octylphenol

The synthesis of 13C1-OP was based on an alkylation of 13C;-labelled phenol
with diisobutene employing BFs-ether complex as catalyst [26].The procedure
is illustrated in Figure 1. As can be observed, the selected labeling position
corresponds to the carbon linked to the hydroxyl group, which remains in the

main fragment ions measured by tandem mass spectrometry.

Experimental procedure for the preparation of 13C;-OP: to a stirred solution of
13Cs-labelled phenol (116.7 mg, 1.20 mmol) and diisobutene (154.0 mg, 1.36
mmol) in hexane (50 mL) was added boron trifluoride etherate (175 pL, 1.39
mmol). The resulting mixture was stirred overnight, then ice-water (50 mL)

was added and extracted with hexane (2 x 25 mL). The organic layer was
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washed (brine), dried (sodium sulfate), filtered and concentrated under
vacuum to afford a white solid which was purified through liquid
chromatography (silica-gel, hexanes: ethyl acetate (7:3)) to afford 182.5 mg
(vield = 73%) and characterized by 'H NMR and 13C NMR.

Spectroscopic data of 13C;-OP, tH NMR (CDCls, 300 MHz) 6 7.27 (1H, d, j = 8.9
Hz),7.24 (1H,d, /= 8.9 Hz), 6.82 (1H, d, /] = 8.9 Hz), 6.81 (1H, d, ] = 8.9 Hz), 6.10
(1H, br s), 1.74 (2H, s), 1.38 (6H, s), 0.77 (9H, s); 13C NMR (CDCls, 75 MHz) &
153.0, 142.3 (d, ] = 8.3 Hz), 127.3, 114.7 (d, / = 66.2 Hz), 57.1, 38.0, 32.3, 31.8,
31.7 ppm.

Purity of the sought compound was evaluated by GC-EI-MS (see Figure 2).
Since only one peak was obtained, the content of 13C;-OP was established as
higher than 99 %. The mass spectra of the 13C;-OP and the natural analogue are
also included in Figure 2. As can be observed, the main fragment ions

corresponding to the labelled compound are shifted by one mass unit.

2.3 Instrumentation

Identification and quantification of analytes were carried out using an Acquity
UPLC system (Waters Corp., Milford, MA, USA), equipped with a binary solvent
manager and sample manager. An Acquity UPLC HSS T3 column 1.8 pm, 2.1
mm x 100 mm (i.d.) (Waters) was used. The column oven was set at 40 2C, the
flow rate was 300 pL/min and the injection volume was 20 pL. The separation
was performed under isocratic conditions with a mobile phase consisted of

95% methanol /water with 0.01% ammonia and 0.1 mM ammonium acetate.

A TQD tandem mass spectrometer with an orthogonal Z-spray-electrospray
interface (Waters) was used. The mass spectrometer was operated in negative

mode electrospray ionization in selected reaction monitoring (SRM) mode.
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Figure 2. GC-EI-MS TIC chromatogram of 13C;-4-tert-octylphenol and mass spectra of a
standard of a 4-tert-octylphenol and b 13C;-4-tert-octylphenol (13C:- OP).

Drying as well as nebulising gas was nitrogen, obtained from a nitrogen
generator N LC-MS adapted for LC-MS analyzers (Claind, Teknokroma,
Barcelona, Spain). The operating parameters of the spectrometer were
capillary voltage 3.30 kV, and source and desolvation temperatures 120 and
350 9C, respectively. The cone gas and desolvation flow were set at 40 and 400
L/h. For operation in MS/MS mode, collision gas was Argon 99.995% (Praxair,
Madrid, Spain) with a pressure of approximately 4:10-3 mbar in the collision
cell. Dwell times of 0.1 s/scan were chosen. A sampling cone voltage of 35 V
and a collision cell energy of 35 eV were set for the experiments. Masslynx v4.1
(Waters) software was used to process the quantitative data obtained.
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Gas chromatography analyses were performed using an Agilent 6890 Series GC
equipped with a split-splitless injection port, and mass spectrometric detector
(Agilent 5973 N MSD) with an electron ionization (EI) source and MPS2
autosampler from Gerstel (Linthicum, MD, USA). The GC was fitted with a 30 m
x 0.25-mm (i.d.), 0.25-um DB-5MS column (Hewlett-Packard). The column
temperature was initially held at 60 2C for 1 min, and then a temperature ramp
of 10 2C min'! was applied until 300 2C and this temperature was maintained
for 1 min. Helium was used as carrier gas at a flow rate of 1mL/min.
Temperature of the injector was set to 280 2C and a sample volume of 2 pL was

injected in splitless mode.

2.4 Preparation of water samples

All effluent (EWW) and influent (IWW) wastewater samples with observable
suspended particulate matter were decanted by pouring the water after
sedimentation slowly from the sample bottles into clean 1 L glass (Schott-
Duran) bottles[27]. IWW samples were diluted five times in Milli-Q water due
to their high complexity and organic matter content. Then, 1mL of 13C;-NP and
13C1-OP mixture solution was added to a 100-mL volumetric flask, where the
water sample (20 mL of sample and Milli-Q water in the case of IWW) was
used to fill it and to adjust the final volume, giving a final concentration of 0.1
pg/L for each isotope-labeled internal standard. Accurate and precise results
will be obtained when the ratio of concentrations between the natural and
labeled compound is in the range of 0.1 to 10, according to the random error

propagation theory [28].

2.5 Proposed hollow fiber extraction procedure

A cleaned 13 cm long fiber was soaked with 1-octanol for 5 seconds in order to
impregnate the pores of the hollow fibers. Then the excess of 1-octanol on the
outside was eliminated by washing the fiber 25 seconds in stirred Milli-Q
water. The lumen of the hollow fiber was filled with 30uL of the acceptor
phase, 1-octanol, using a 100-uL. HPLC microsyringe model 701N (outer
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diameter 0.72 mm) from Hamilton (Bonaduz, Switzerland). Both open ends of
the fiber were closed by means of heat sealing. These ends of the prepared
hollow fiber were hold by a stainless steel alligator clip holder attached to a
wire and introduced into a 100 mL water sample contained in a volumetric
flask. The sample was stirred for 30 min by means of a magnetic stirrer at 800
rpm. After extraction, octanol extracts were diluted with methanol and injected
directly into the LC/MS system, avoiding pre-concentration or desorption
steps. To do so, the fiber was taken out, both ends were cut and 270 pL of
methanol were flushed through the lumen using a 1-mL HPLC gastight syringe
model 1001 (outer diameter 0.72 mm) from Hamilton (Reno, Nevada, USA)
and directly introduced into a LC vial. Before injection in the HPLC system,

samples were homogenized by agitation in a vortex during 5 seconds.

2.6 Cleaning procedure

As Salgueiro-Gonzalez et al. highlight in their work [29], it is still complicated
to have under control the blank levels in alkylphenols determinations.
Nevertheless, it was established that rinsing with acetone and methanol was
the fastest and simplest protocol to give low blanks. For this reason glassware

was washed with tap water and then rinsed with acetone and methanol.

On the other hand magnetic stirrers were rinsed with acetone and sonicated
15 min in methanol before use. HPLC syringes were rinsed twice with acetone
and twice with methanol between samples. Hollow fibers were cut into 13 cm
pieces and sonicated in methanol 15 min to remove any contaminants and
dried. Due to their low cost, fibers were discarded after being used to decrease

memory effect and cross-contamination.

Finally it is essential to test if our LC vials septa contaminate samples with NP
because we have observed that most PTFE/Silicone septa in LC vials filled with
methanol release NP after a few hours. This fact was observed even when

samples were stored in the fridge.
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After applying all the cleaning procedure, reagent blanks obtained were within
the range of 0.01-0.03 ng/mL. These results agreed with our previous works
[25].

2.7 Determination of OP and NP by Isotope Pattern Deconvolution

The quantification of NP and OP was carried out by Isotope pattern
deconvolution (IPD). Briefly, this is a mathematical tool employed in IDMS to
obtain directly the concentration of each compound by multiple linear
regression. This approach assumes that the final isotopic composition
observed in the mixture is a combination of the analyte and the isotopically
enriched spike [21,30,31]. It should be noted that isotope distributions are

relative magnitudes whose measurement are independent of matrix effect.

The simultaneously determination of NP and OP was carried out by the
construction of two system of equations, (1) and (2) respectively, which were
solved by multiple linear regression in order to obtain the molar fractions (Xua:
and Xiap) of each natural abundance and labeled alkylphenol. The quantification
of NP was carried out employing three transitions: 219> 133, 220 > 134 and
221> 135. In the case of OP, transitions selected were: 205> 133, 206 > 134
and 207> 135. Only three transitions of each compound were selected,
according to the random error propagation theory, to make possible the

application of this alternative technique in routine multi-residue analysis.

[ 4219>133 219>133 4219>133 219 >133
A A A e
mix nat lab X
220>134 220>134  220>134 nat 220>134
A =| A A . +le
mix nat lab X
A221>135 A221>135 A221>135 lab e221>135
| mix nat lab (1)
[ 4205>133 205>133  4205>133 205>133
A A A e
mix nat lab X
206 >134 206>134  4206>134 nat 206>134
AR67134 | | g200>134 g : +le
mix nat lab X
A207>l35 A207>135 A207>l35 lab 207 >135
| < mix nat lab e (2)
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i>j
mix

In this system of equations A4’/ values corresponds to the measured relative

abundance of the compound in the mixture for the SRM transition of nominal

masses i > j, A/ and A4,,’ values the theoretically calculated or

nat
experimentally measured abundances for the natural and labeled alkylphenol
and e is the error vector of the multiple linear regression. As Castillo et al.
depict in their work [24], in tandem mass spectrometry (QqQ) in Selected
Reaction Monitoring (SRM) it is also necessary to compute the contribution of
the different isotopes (mainly 13C, 170, 2H) to the calculation of the product ions
mass isotopomer distribution of natural abundance and isotope-labeled
compound. The resulting mass isotopomer distribution coming from each
isotope pattern can be obtained using the software Isopatrn implemented by L.
Ramaley et al. [32]. The amount (mols) of each natural abundance alkyphenol
in the sample, Nu, is then calculated using equation (3) where the amount

(mols) of labeled compound added, N, must be known.

lab (3)

Accordingly, quantification of alkylphenols becomes a fast process: one
injection provides one result, free of matrix effect, without the need to prepare

a calibration curve.

The confirmation of the presence of NP was carried out by calculating the peak
area ratios between the quantification transition (Q) 219 > 133 and the
confirmation transition (q) 219 > 147, and comparing them with ion-ratios
from a reference standard. The same criteria could not be applied to the

confirmation of OP since no other sensitive transition was observed.
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3. RESULTS AND DISCUSSION

31 Study of the injection solvent effects on separation and
ionization

Theoretically octanol is a very convenient acceptor solution for OP and NP in a
2-phase HF-LPME system due to their high partition coefficient values (log Kow
for the phenols were 4.12 and 4.48 for OP and NP, respectively) [9,33].
Nevertheless, if the acceptor is an organic solvent the extracts are directly
compatible with GC but not always with LC or CE. As a consequence the main
constrain step in two-phase HF-LPME prior to LC analysis is to make organic
sample extracts compatible with mobile phase. The fastest way to make
octanol extracts compatible with our selected chromatographic conditions was

its dilution in methanol [11].

To test the effect of the presence of octanol in sample extracts in terms of
compatibility, peak shape and sensitivity we injected different solutions
containing 0.1ug/mL of both alkylphenols that were prepared using different
ratios octanol:methanol, namely 0:9, 1:9 and 2:9 (v/v). Both Milli-Q and bottled
water modified with different percentages of ammonia were studied
maintaining a constant concentration of 0.1 mM of NH4Ac in the mobile
phase. Under the isocratic conditions of 95% methanol assayed no problems
of peak shape with mobile phase were found for the octanol:methanol
ratios used. Regarding sensitivity, as can be observed in Figure 3, octanol
extracts diluted with methanol 1:9 (v/v) assures the maximum sensitivity. In
these conditions, the signal (normalized areas) increased three times

compared to extracts inpure methanol.

To the best of our knowledge, the signal enhancement of NP and OP in
methanol extracts when modified with octanol and detected by ESI has never
been described before. This effect, not well understood, is probably due to
modification of surface tension of aerosol generated which can enhance the ion

concentration in the gas phase.
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Figure 3. Signal enhancement obtained for octylphenol (OP) (a) and technical
nonylphenol (NP) (b) in ESI source with different ratios octanol: methanol in the
injected extract. The relative area was obtained by normalizing the signal given by the

extracts without any octanol.

Taking into account the low signal sensitivity of alkylphenols, especially for OP
determinations, the presence of octanol in the final extract can permit to
achieve the low levels required in legislation. Thus, 1:9 dilution with methanol

are the conditions used to avoid compatibility problems of 1-octanol.
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3.2 Characterization of 13C;-OP and 13C;-NP by LC-MS/MS

3.2.1 Calculation of the cluster purity and the extent of the 13C;
enrichment

As stated above, equations (1) and (2) require the accurate knowledge of the

relative abundances of the natural and the labeled compounds. Theoretical

calculation of those abundances after a fragmentation process in the QqQ mass

spectrometer must take into account the spectral purity. Moreover, for the

labeled compound, the enrichment of 13C; atom should be known.

Both the procedure to characterize the spectral purity and the extent of 13C;
labeling in synthesized alkylphenols has been described in a previous work
[25]. NP showed a contribution of 96.0 £ 0.3 for [M-H-CsH14]- and 4.0 £ 0.3 %
for [M-H-CsH1s]- when prepared in methanol extracts [25]. OP characterization
was performed monitoring the fragment clusters [M-H-CsH12],, [M-H-CsHis]
and [M-H-CsHi1]~. Our results showed a contribution of 98.10 * 0.13 for [M-H-
CsHiz]- and 1.9 * 0.13 % for [M-H-CsH13]- clusters but no contribution for the
[M-H-CsH11]- cluster. Both compounds were also characterized in
octanol:methanol (1:9, v/v) extracts but we did no observe differences
compared to the pure methanol extracts. Consequently, the theoretical
isotopomer distribution of the each natural abundance alkylphenol was
recalculated to include the contribution of the cluster with an extra loss of

hydrogen during the fragmentation step in the QqQ mass spectrometer.

Extent of 13C; labeling in synthesized 13C;-OP was obtained by comparing the
observed cluster with those calculated for theoretical enrichments of the
labeled compound from 97.6 to 99.9% 13C;. Since a clear minimum was
obtained for around 99 atom % 13C;, the theoretical isotopomer distribution of
the labeled compound was calculated assuming a 13C; enrichment of 99%. For
the labeled NP a 98% of enrichment in 13C; was assumed [25]. Once obtained
the whole isotope distribution of 13C;-NP and 13C4-OP, the IPD approach can be
applied.
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3.2.2 Quantification of the labeled compounds by Reverse Isotope
Dilution

The proposed approach of IPD requires the determinations of the exact
concentration of the labeled compound. For this purpose, each isotopically
enriched compound was mixed with known amount of its corresponding
natural analogue, prepared in triplicate, and determined by reverse isotope
dilution (RID) mass spectrometry by LC-MS/MS. The concentration of 13C1-OP
was obtained against a certified OP standard from Supelco and resulted in a
concentration of 950 + 40 pg/mL of the stock solution. This agrees with the
expected concentration taken into account a 99% purity. For the quantification
of NP the specific problem related with the unknown composition of the
technical mixture should be considered. Since legislation establishes the
maximum concentration values for the technical mixture of nonylphenol, an
apparent concentration of the selected singly labeled isomer 13C;-NP was
obtained using two different commercially available technical nonylphenol
mixtures. Purity of each NP mixture was certified by the manufacturer. RID
calculations of 13C;-NP provides an equivalent concentration of technical
nonylphenol of around 2270 pg/mL using any of the technical nonylphenols
mixtures tested (Table 1). The theoretical concentration of 13C;-NP was 1385
pg/mL which agrees with the results obtained by RID against the natural
analogue synthesized in the laboratory (Tablel). RID with commercial NP
provides an apparent concentration of the 13Ci-NP spike solution 1.6 times
higher than the real concentration. This can be due to higher ionization
efficiency of the synthesized nonylphenol isomer compared to the overall
nonylphenol mixture. As a consequence, the concentration of 13C1-NP spike

solution was established as 2270 pg/mL for quantification purposes.

33 Optimization of the HF-LPME experimental parameters

Several parameters are known to affect the HF-LPME efficiency including the
selection of organic acceptor solvent, the optimization of the donor phase pH,

the extraction time and the effect of salting out [34]. The effect of some of them
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Table 1. Concentration (pg/mL) of 13C;-NP solution calculated by reverse IDMS using
two different commercially available NP mixtures. Theoretical concentration of 13C1-NP
was 1385 pg/mL. Nonylphenol isomer 363-NP refers to 4-(3,6-dimethyl-3-
heptyl)phenol.

Manufacturer of the NP Riedel-de Hi Dr. Eh . In-house
mixture iedel-de Hien Dr. Ehrenstorfer synthesized 363-NP
Purity (%) 95.7 100 99.9

Calculated concentration

(ug/mL) of 13C1-NP in the 2275 + 574 2268 + 88 1415 + 68
spike solution

Ratio between calculated and

theoretical concentration of 1.64 + 0.04 1.64 + 0.06 1.02 + 0.05

13C1-NP

aThe uncertainty of the values corresponds to 1s standard deviation of three

independent replicates injected three times each.

are assessed through the Enrichment Factor (Ef) which represents the quotient
between the final concentration of the analyte in the extraction solvent C. and

the initial concentration of the analyte within the aqueous sample, Cs:
Ef: Ce/CS (4)

As described in previous sections in this paper 1-octanol shows high partition
coefficient for alkylphenols and total compatibility with the LC mobile phase
without further treatment once diluted in methanol. Moreover it has been
tested as adequate organic acceptor in previously reported works [9]. Thus,

octanol has been chosen as acceptor phase.

The final concentration C. was determined by an external calibration curve
prepared in octanol:methanol (1:9, v/v). To this end, increasing concentrations
(5-1000 ng/mL) of NP and OP were injected in duplicate through the UHPLC-
MS/MS. The calibration graph was built using transitions 219 >133 for NP and
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205>133 for OP. We spiked samples at a level of 5 ng/mL and extracted them
depending on the parameter to be optimized. All the determinations were
averaged from three replicate measurements. In order to promote the
extraction from the donor phase all samples were stirred at 800 rpm, the
maximum speed that did not produce a vortex when samples were into a

volumetric flask.

Analytes to be extracted must be in a non-ionized form in the sample to be
transferred into the organic phase. Because of the weak acid nature of the
selected alkylphenols (pKa values around 10) the effect of the acidity of the
donor phase was studied. For that purpose Milli-Q water samples were
prepared at pH values between 1-6 adjusted with HCl and extracted at 800
rpm for 30 min. As can be observed in Figure 4a, the enrichment factor was not
improved with the addition of HCL. These results agree with Liu et. al. [9] who
found that pH had a significant effect in the kinetics but not in the equilibrium
distribution in the extraction of OP and NP. Thus, pH of the water samples was

not modified and was maintained to pH 7.

The influence of extraction time was also tested. For this study, water samples
were extracted under the optimized conditions. The results are shown in
Figure 4b. The E slightly increased up to 45 min for OP while it became
constant for NP after a 30 min extraction. Although an extraction time of 45
min provided higher sensitivity for OP, a 30 min extraction time was selected

as a compromise between sensitivity and time of the analysis.

3.4 Method validation

For validation purposes the developed method was evaluated in three types of
water samples (Milli-Q, EWW and IWW). It was not possible to find a real blank
sample for any of the studied matrices, recommendable for validation
purposes, so the blank value was subtracted from fortified samples. This

resulted in higher errors in the recovery calculation.
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Precision and accuracy of the overall analytical procedure were evaluated by
spiking the samples at two different concentration levels (0.1 and 1 ng/mL),
and analyzing them in quintuplicate. Concentration levels were increased in
IWW (1 and 10 ng/mL) because of its higher endogenous nonylphenol
concentration. In relation to the LOQ, we decided to establish a LOQ objective
at 0.1 ng/mL for both compounds. This concentration level was established
according to the annual average value for NP (0.3 ng/mL ) and OP (0.1 ng/mL),
which were the most restrictive values included in the EU Directive for water
[2]. For the measurements, the labeled compounds, 13C1-OP and 13C;-NP, were

added at the same concentration level as the natural compounds.

Figure 5 shows the chromatograms corresponding to the different spiked
water samples analyzed at the low validation level. As can be observed, the
minimally 13C labeled standards and each corresponding analyte co-elute, thus
chromatographic isotopic effects were avoided. Coelution of the isotope
labeled IS with analyte, which physico-chemical properties are the same, is the
key parameter to be affected by the same matrix and, therefore, to compensate
its effect [16-18]. Moreover, the expected problem for conventional IDMS,
based in the use of a calibration graph, of mass spectrum overlapping is
overcome using the IPD calculation procedure [21-23]. Therefore, taking into
account that IPD calculations are based on the measurement of isotopic
abundances in the sample spiked with the labeled compound, any possible
matrix effect are effectively compensated. Quantification transitions, employed
for IPD calculations, are referred to as OP(1), OP(2), OP (3), NP(1), NP(2) and
NP(3) for octylphenol and nonylphenol respectively. All the three SRM
transitions could be acquired at this low level for all analytes, making the

reporting data highly confident.
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Figure 4. Influence of some relevant parameters in the HF-LPME of technical
nonylphenol (NP) octylphenol (OP). (a) Influence of the donor phase pH and (b)
influence of the stirring time (800 rpm). The error bars depicting the associated

uncertainty (1s) of three replicates are represented at each extraction condition.

175



Fabregat-Cabello et al./ ]. Chromatogr. A, 1328 (2014) 43-51

Positive findings of NP were confirmed by calculation the peak area ratio
between the most intense transition (Q, 219> 133) and the confirmation
transition (q, 219> 147) (Figure 5) according to European Commission
Decision 2002/657/EC [35]. This decision only applies to residues of
veterinary medicinal products but provides added confirmation criteria in
complicated compounds such as NP. However, confirmation using the Q/q
ratio for OP was not possible according to this decision since this compound
does not present other sensitive transition. Nevertheless, applying these
criteria for confirmation purposes is not mandatory when IPD calculation tool

is used and it has not been employed in previous works [22,23].

Table 4. Recovery and blank values for technical nonylphenol (NP) and 4-tert-
octylphenol (OP) in Milli-Q water and effluent and influent waste water obtained by

minimal labeling IDMS and isotope pattern deconvolution calculations.

Blank value
Recovery (%)
(ng/mL)
Validation
Sample level oP NP oP NP
(ng /mL)
Milli-Q 0.1 105+12 104 £12
0.0263 = 0.0019 0.0960 + 0.0024
water 1 106+7  100.8+18
Effluent 0.1 105+10 107+ 13
0.057 £0.016  0.166 = 0.004
Wastewater 1 108+ 7 99 + 4
I 1 109 +12 97 +10
nfluent
0.138 £ 0.0102 1.09 £ 0.06
Wastewater 4 108+8 97+6

aThe uncertainty of the values corresponds to 1s standard deviation of three

independent replicates injected three times each.
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Figure 5. Chromatograms in negative electrospray ionization for nonylphenol (NP)
and octylphenol (OP) in; (a) Milli-Q water at 0.1 ng/mL, (b) effluent wastewater 0.1

ng/mL, and (c) influent wastewater at 1 ng/mL.

The precision of the method, expressed as relative standard deviation (in
percent), were below 12%, meeting the SANCO guideline [36] which proposes
RSD < 20%. On the other hand, the accuracy of the method was evaluated by
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recovery studies and values within 97-109% were obtained. These were
within the range required by the SANCO guideline (between 70% and 120%)
(See Table 2). These results demonstrate that the developed procedure based
on 13C;-labeled compounds and isotope pattern deconvolution could be very
useful to carry out a reliable and fast determination of OP and NP in

environmental waters at the levels established by the legislation.

4. CONCLUSIONS

In this work, a method for the determination of OP and NP in water samples
based on UHPLC-MS/MS has been developed and satisfactorily validated. In
this method, the coelution in the same chromatographic peak allows the
determination of all NP isomers showing the same fragmentation pathway. To
this end, the 13Ci-labeled NP synthesized must be quantified using the
commercially available technical mixture of NP. The certification of an
apparent concentration for the labeled compound higher than the real one
agrees with the variability in the ionization efficiency and fragmentation inside
the technical mixture. This fact makes the assessment of endocrine disruptive

activity of NP still a challenge.

HF-LPME, with 1-octanol as acceptor phase, has shown as a reliable (repetitive
and efficient) and fast method to extract and preconcentrate AP from water
samples, making the whole method rapid and sensitive enough to reach the
regulated concentration of AP in environmental waters. Incompatibility of 1-
octanol with aqueous LC mobile phase has been effectively eliminated by
simple dilution with methanol. On the other hand, the remaining 10% of 1-

octanol provides three fold enhancement in the ESI signal for OP and NP.

Regarding quantification, IPD calculations have been proven to be fast,
providing one result per sample injection. Quantification, based in IDMS
through 13Cs-labeled AP has demonstrated to be free of matrix effect, precise

and accurate.
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In summary a fast and reliable method has been finally obtained, which do not
rely on the use of a calibration graph, which correctly accounts for the matrix
effect and is sensitive enough to reach the regulated limits of concentration for
OP and NP in water samples. Due to the low cost of the fibers and the overall
low time consumption the proposed methodology can be easily implemented

in routine laboratories.
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3.4 Comparacion de métodos de extraccion
convencionales (SPE) y no convencionales (HF-
LPME) para la determinacion de disruptores

endocrinos en aguas

Entre los cientos de compuestos sospechosos de poseer capacidad disruptora
endocrina se encuentra el bisfenol A (BPA) (2,2-bis[4-hidroxifenil] propano),
cuyos posibles efectos nocivos todavia generan controversia dentro y fuera de

la comunidad cientifica.

El bisfenol A (ver estructura en la Figura 3.5) es un plastificante ampliamente
producido y usado en todo el mundo desde hace mas de cincuenta afios. A
modo de ejemplo, es un mondmero clave en la preparacién de resinas tipo
epoxi y del plastico tipo policarbonato. Su aplicacién incluye un elevado
numero de productos de consumo habituales, tales como CDs, DVDs, botellas
de agua, recipientes para microondas, tuberias y recubrimientos internos de
latas. Cuando se hidroliza el enlace éster en policarbonatos y resinas se
libera BPA que puede llegar a las bebidas o alimentos envasados y/o al
medio ambiente. Como consecuencia directa, los humanos nos encontramos
expuestos de forma ubicua a niveles bioldgicamente activos de este

compuestol?,

HO OH

Figura 3.5 Estructura del bisfenol A (BPA).
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Diversos estudios demuestran que la presencia de BPA puede originar, entre
otros efectos, esterilidad, aumento de la produccién de testosterona e incluso
cancer de prdéstata?’. Por otra parte, un informe de la FDA del 2010 lo
identific6 también como potencialmente peligroso para fetos y nifios
pequefios?l. A pesar de estos datos, su uso s6lo se ha restringido a nivel
mundial en la produccién de biberones. Unicamente el gobierno francés dio
un paso mas alld en 2013, prohibiendo su uso en todos los envases
destinados a uso alimentario a partir del 2015. No obstante la EFSA
(Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria) reiteré s6lo unas semanas
mas tarde de la entrada en vigor de esta normativa, el 21 de enero de 2015,
que no existia ningin problema de salud asociado a los niveles actuales de

BPA alos que se encuentra actualmente expuesta la poblacién2z,

Con respecto al ambito de las aguas medioambientales, la Unidn Europea no
establece niveles maximos permitidos en la legislacién vigente, aunque
distintos estudios muestran que es habitual encontrar niveles de BPA del

orden de las ppb23.24,

Desarrollo experimental

En el presente trabajo se ha estudiado la extracciéon simultdnea de BPA, OP y
NP en aguas mediante dos técnicas diferentes. Se ha desarrollado un método
para una técnica perfectamente establecida como es la SPE y se ha comparado
con otro desarrollado para la HF-LPME, una técnica de mas reciente
implantacion. Se han estudiado ventajas e inconvenientes de ambos métodos y
se ha profundizado en el potencial real de la HF-LPME. El trabajo queda

recogido en la cuarta contribucién cientifica contenida en esta tesis.

Siguiendo la linea que une a todos los trabajos de esta tesis, el bisfenol A ha
sido cuantificado mediante espectrometria de masas de diluciéon isotdpica
llevada a cabo por medio de la deconvolucién de perfiles isotépicos. A

diferencia de los dos trabajos anteriores, no se realizé la sintesis del analogo de
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BPA marcado con un solo 13C. Asi, el compuesto enriquecido isotépicamente
13C12-BPA (con todos los 12C sustituidos por 13C) fue adquirido a una firma

comercial.

Una de las mejoras aportadas respecto a los trabajos anteriores ha sido la
optimizacién de las condiciones cromatograficas, utilizando como fase mévil
una mezcla metanol:agua (97:3) modificada con 0.01% de NH3 en condiciones
isocraticas. Este cambio respecto a los trabajos anteriores se debe a que se ha
observado que la presencia de NHiAc disminuye la intensidad de senal de los
tres compuestos, sobre todo la del BPA. Esta modificacién, junto a una mejor
optimizacion de las condiciones de adquisicion del espectrometro de masas
(ver la “Table 1” del apartado siguiente), permitié reducir el volumen de
muestra, con respecto al primer trabajo incluido en este bloque, de 200 a 100
mL. Ademas, la mejora de la sefal permitié realizar la confirmacién de los tres
compuestos mediante la adquisicion de una transicién extra, hecho que no fue

posible en el caso del octilfenol en el segundo trabajo.

Por otra parte también se estudi6 durante la separacién cromatografica el uso
de gradientes, pero esta opcidn se descartd ya que la presencia de EDCs en las
fases moviles propicié6 una acumulaciéon de dichos compuestos durante los

ciclos de inyeccion.

Como ya se ha indicado en numerosas ocasiones anteriormente, el mayor
problema asociado a la determinacion de alquilfenoles es la contaminaciéon que
aparece tanto en el material de laboratorio como en las muestras de agua, no
siendo posible encontrar blancos de muestra. Por este motivo, una de las
acciones realizadas para reducir los niveles de nonilfenol en el agua de calidad
Milli-Q fue adaptar un filtro de carbono, el EDS-PAK de Millipore, al sistema
expendedor de agua de esta misma marca. La funcién de éste es la reduccion
de la concentracién de nonilfenol, entre otros EDCs, por debajo de la 0.1 pg/L.
Sin embargo, el agua obtenida contenia concentraciones del NP superiores a

0.3 pg/L, hecho que obligo a realizar los estudios de fortificacién de nuevo en
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agua embotellada. Ademads, también existieron problemas para encontrar agua
de depuradora con un nivel de NP cercano a 0.1 pg/, por lo que se tuvieron que
realizar diversos muestreos. Como se puede observar en la Figura 3.6 (a),
durante el tratamiento de muestra se intent6 evitar el contacto con material de
plastico para minimizar toda posible fuente de contaminacién, utilizando
cartuchos de SPE confeccionados en vidrio e incluso adaptadores de
politetrafluoroetileno (PTFE) entre estos y las jeringas utilizadas a modo de

depdsito.

En base a trabajos previos y teniendo en cuenta la escasa disponibilidad de
cartuchos SPE de vidrio, la optimizacién de la SPE fue realizada inicamente en
cartuchos de tipo C18. Cabe mencionar que experiencias anteriores con
extracciones de OP y NP en aguas utilizando cartuchos con relleno polimérico
OASIS HLB no dieron resultados satisfactorios en el caso del OP; otro motivo
por el que fueron descartados. Durante la optimizacién, se evaluaron cuatro
disolventes de eluciéon (metanol, acetonitrilo, acetona y hexano) y se
recogieron dos fracciones de 5 mL para cada uno, llevando los extractos a
sequedad en todos los casos y reconstituyéndolos en 0.5 mL de metanol. Se
observo que las condiciones mas adecuadas entre las estudiadas fue la elucion
con 5 mL de acetonitrilo, obteniendo una recuperacién del 78% para el BPA,
del 68% para el OP del y del 59% para el NP.

En lo que se refiere a la optimizacién de la microextraccién en fase liquida
haciendo uso de fibras huecas (HF-LPME), se estudiaron distintas fases
aceptoras (octanol, dietiléter y tolueno) asi como diversos tiempos de
extraccion (15, 30 y 45 min). De nuevo, las condiciones dptimas para los tres
compuestos se alcanzaron mediante una extraccion de media hora utilizando
octanol como fase aceptora. En este caso, la recuperacién absoluta del BPA fue
del 10% y del 15% y 12% para el OP y el NP respectivamente. Los montajes
realizados para ambos tipos de extracciones se pueden consultar en la Figura
3.6.
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Figura 3.6 Montajes utilizados para la extraccién y concentraciéon de disruptores

endocrinos en aguas por SPE (a) y HF-LPME (b).

Las metodologias desarrolladas se validaron satisfactoriamente en agua
residual depurada, agua superficial y agua embotellada, a dos niveles de
concentraciéon (0.1 y 1 ug/L para OP y NPy 0.5 y 5 pg/L para BPA). El mayor
nivel de fortificacién seleccionado para el BPA se debe a que la extraccién por
HF-LPME no permiti6é trabajar a niveles mas bajos con valores de precision
aceptables (RSD<20%), aunque este valor también fue finalmente seleccionado
por ser el mas habitual en aguas de efluente de depuradora?3. Las ventajas e
inconvenientes de ambos métodos de extraccién se abordan de forma mas

exhaustiva en el siguiente apartado.
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ABSTRACT

In the present work two different methodologies have been developed and
validated for the determination of bisphenol A (BPA), t-octylphenol (OP) and
the technical mixture of nonylphenol (NP) in water samples by isotope dilution
mass spectrometry and isotope pattern deconvolution. Quantification was
performed by ultra high pressure liquid chromatography and tandem mass
spectrometry (UHPLC-MS/MS). For this purpose two extraction methodologies
were proposed and compared: a routine extraction methodology based on
solid phase extraction (SPE), and a non-conventional technique based on
hollow fiber liquid phase microextraction (HF-LPME). The sought
methodologies were satisfactorily validated in drinking water, surface water
and effluent wastewater at two concentration levels, 0.1 and 1 pg/L for
alkylphenols and 0.5 and 5 pg/L for BPA. Recoveries within 89-113% and 93-
109% were obtained for HF-LPME and SPE respectively, with acceptable
coefficients of variation in all cases according to SANCO guidelines. Besides, the

use of isotope pattern deconvolution (IPD) calculations permitted to obtain the
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concentration of each analyte without the need to perform any calibration
curve. Finally, a thorough comparison of both methodologies is included,
showing that while HF-LPME provides shorter sample preparation time and

overall cost, SPE extraction and manipulation is highlighted by its simplicity.

KEYWORDS: Nonylphenol, Octylphenol, Bisphenol A, Hollow fiber liquid phase

microextraction, Isotope pattern deconvolution, LC-MS/MS, water analysis

1. INTRODUCTION

Endocrine Disrupting Compounds (EDC) is a group of exogenous organic
compounds that are able to interfere with the normal function of the endocrine
system. These compounds are qualified as “contaminants of emerging concern”
by the U.S. EPA because their presence, occurrence or sources, are unknown
[1]. Despite most of these compounds are included in the main international
aquatic regulations [2,3], there is still no regulatory status for some of them.
This is mainly a consequence of the limited understanding related to their

impact on environment and human health, as in the case of bisphenol A.

Among the different sources of EDC, the contamination of the environment
(air, water, soil) related to plastics is of increasing concern due to the
widespread use and disposal of these materials all over the world. Plastics are
supposed to be inert materials that cannot interact with cells due to their large
molecular size. Nevertheless, they are able to adsorb, transport and also
release, when degraded or leached, smaller molecular compounds [4]. As a
consequence, and among others, phenol derivates are released during all the
water cycle [5], including those of increasing concern such as bisphenol A,
octylphenol and nonylphenol. These compounds can eventually reach the

trophic chain and disrupt the endocrine system of higher consumers.

Bisphenol A (BPA) is a monomer mainly used during the synthesis of

polycarbonate plastics and epoxy resins [6]. Alkylphenols are mainly employed
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for producing alkylphenol ethoxylates, a surfactant additive widely employed
in the manufacture of a variety of detergents and plastic products. Nowadays,
over the 80% of the global production of alkylphenols corresponds to
nonylphenol mixtures (NP) while the other 20% corresponds to t-octylphenol

(OP) [7].

When analyzing EDCs at ultratrace levels in water samples, a preconcentration
step is mandatory. For this reason, a wide variety of preparation techniques
have been applied for the extraction and enrichment of the target compounds
[5,8-10]. Despite the main current extraction trends are the miniaturization,
automatization and green-chemistry related approaches, conventional
procedures such as liquid-liquid extraction (LLE) or solid-phase extraction
(SPE) are still the most common in routine laboratories [10]. Nevertheless,
new extraction methodologies, which avoid the use of large solvent volumes
and reduce the sample treatment, are being constantly developed. The most
common microextraction techniques are stir bar sorptive extraction (SBSE)
[11], and solid phase microextraction (SPME) both, in classical PDMS fibers or
with the recently proposed use of polyethersulfone (PES) SPME tubes, which
increases the extraction rate compared with previous materials [12].
Alternatively, other relatively new extractions procedures have been applied
for the extraction of EDCs, which include thin-film microextraction (TFME)
[13], hollow fiber liquid phase microextraction (HF-LPME) [14] or membrane
assisted solvent extraction (MASE) [9].

The determination of EDCs has been described using either high (or ultra
high)-performance liquid chromatography (HPLC) or gas chromatography
(GC)-based methods, mostly combined with mass spectrometry (MS)
detectors. At the present, ultra high performance liquid chromatography
(UHPLC) with tandem mass spectrometry (MS/MS) is normally preferred over
GC since it provides faster separations and is also able to achieve the
sensitivity and selectivity required. Besides, UHPLC-MS/MS also avoids the

need to perform any derivatization steps. Nevertheless, the great majority of
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miniaturized extraction techniques are combined with GC techniques. There
are only a few exceptions using microextraction techniques together with LC-
MS, which include the use of ionic liquid dispersive liquid-phase
microextraction (DLLME) [15] and, to a lesser extend, HF-LPME [16]. It has to
be pointed out that the main drawback of this hyphenated technique is its
interface, normally an electrospray ionization source (ESI), which tends to
suffer from matrix effects [17,18] leading to inaccurate quantifications. Matrix
effects can be compensated by different approaches. The most accurate way to
deal with these modifications during signal acquisition is by the addition of
their corresponding isotopically labelled internal standard (IL-IS), as they
present the same ionization behaviour as analytes [19]. When selecting an IL-
IS, 13C or 15N labelling is preferred over deuterium labelling since

chromatographic isotopic effects are common in the latter case [18].

The aim of the present study was to develop a rapid method for the extraction
of NP, (OP) and BPA in water samples by means of HF-LPME and its reliable
quantification by UHPLC-MS/MS. Also, a standard SPE was optimized for
validation and comparison purposes. On the other hand, a quantification
method based on IDMS has been developed, using the corresponding
isotopically 13C-labeled analogues of each target analyte, thus correcting the
matrix effect. In order to reduce the total analysis time the quantification was
carried out by using isotope pattern deconvolution (IPD), which avoids the use
of calibration curves. Previously to method development, a thorough study of

all contamination sources has been performed.
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2. MATERIALS AND METHODS

21 Reagents and materials

Bisphenol A (BPA, purity 98.5%) was provided by Dr. Ehrenstorfer (Augsburg,
Germany), 4-tert-octylphenol (OP, purity 99.0%) by Supelco (Bellefonte, PA,
USA) and technical nonylphenol (NP, Pestanal, purity 95.4%) from Riedel de
Haen (Seelze, Germany)). In-house synthesized 13C; -4-(3,6-dimethyl-3-
heptyl)phenol (13C1 -NP) (purity 99% and 13Ci-enrichement 98%) and 13Cq-4-
tert-octylphenol (13C1-OP) (purity 99% and 13Ci-enrichement 99%) were also
employed [16,20]. Alternatively, 13Ci2-bisphenol A (purity 98% and 13Ci;-
enrichement 99%) used was from Cambridge Isotope Laboratories (Andover,

MA, USA). Table 1 shows the molecular formula of the selected compounds.

Methanol, acetone, and acetonitrile (minimum HPLC quality) were provided by
Scharlau (Barcelona, Spain). For the extraction, 1-octanol (reagent grade, 99%)
was obtained from Sigma-Aldrich Co. (Madrid, Spain). The pH of the mobile
phase was adjusted by adding ammonium hydroxide from Fluka (Buchs,
Switzerland). Bottled drinking water stored in polyethylene terephthalate

(PET) flasks was also employed for validation purposes.

Individual stock solutions of alkylphenols and BPA were prepared by
dissolving 50 mg, accurately weighted, in 50 mL of methanol. Since 13C;2-BPA
was purchased as a 1.2 mL solution of 100 pg/mlL in acetonitrile, stock solution
was prepared by dilution until 25 mL with methanol. This provided a
concentration by reverse isotope dilution against the natural composition
compound of 6.18 pg/mL. The same procedure was applied to calculate the
exact concentrations of labeled stocks solutions, obtaining 15.41 pg/mL 13C; -
NP and 10.04 pg/mL for 13C41-OP.

An intermediate mixed solution of OP, NP and BPA at a concentration of 0.2,
0.2 and 1 pg/mL was prepared after mixing individual stock solution and

dilution with methanol. Similarly, a labeled mix solution of the 13C compounds
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was prepared at the same concentration level. For validation purposes, a lower
concentration solution was prepared by a ten-fold dilution with methanol. All

standard solutions were stored in amber glass bottles at -202C in a freezer.

The Accurel® Q3/2 polypropylene (PP) hollow fibers (600 ym i.d., 200 pm
wall thickness and 0.2 pm pore size) were obtained from Membrana
(Wuppertal, Germany). Cartridges used for SPE were C18 glass SPE tube ENVI-
18 (500mg /6émL), PTFE SPE Tube Adapter (with female luer port), 30 mL
glass syringe used as well as load reservoirs were all from Supelco (Bellefonte,
PA, USA).

The water purification system used was Milli-Q gradient A10 with an EDS-Pak
polisher (Millipore, Bedford, MA, USA). The EDS filter enables the removal of
endocrine disruptors in ultrapure water. Certified polypropylene bonded caps
with PTFE/red rubber septum from Supelco (Bellefonte, PA, USA) were
employed for the LC vials.

2.2 Instrumentation

An Acquity UPLC system (Waters Corp., Milford, MA, USA) coupled to a TQD
(triple quadrupole) mass spectrometer was employed for sample analysis.
Chromatographic separation was performed with an Acquity UPLC HSS T3
column 1.8 pm, 2.1 mm x 100 mm (i.d.) (Waters) at a flow rate of 0.3 mL/min
and the injection volume was 20 pL. The column was kept at 40 2C and the
sample manager was maintained at 5 2C. The separation was performed under
isocratic conditions with a mobile phase consisted of 97% methanol/water
with 0.01% ammonia. Due to the expected volatility losses of NHz dissolved in

methanol, mobile phase was daily prepared.

196



Capitulo 3

Table 1. Studied analytes including CAS number, chemical structures and log Kow.

Analyte .
(CAS number) Chemical structure Internal standard Log Kow
OH ?H
I
13 13
CHC4(I:
Bisphenol A
(BPA) 3.32
(80-05-07) H5C CHs H5C ; CHs
e Ce
13| 13
~4-«EC//‘
OH OH
OH C[)H
13{:
| N
4-tert-Octylphenol =
(op) 412
(140-66-9) CHj CH3
H5;C H;C
CHsy CHj
H3C CH3 H3C CH3 <
Bt
OH 2
13 (|: 8
| 5
Technical = &
Nonylphenol é
(NP) H,C 4.48
(25154-52-3, HAC CHs
3
84852-15-3)
CH;
(CH2)sCH3 CHs
H5;C
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Analysis was performed according to the following parameters: capillary
voltage 3.30 kV, source and desolvation temperatures at 120 and 350 2C, cone
gas and desolvation flow were set at 80 and 800 L/h. The mass spectrometer
was operated in negative mode electrospray ionization in selected reaction
monitoring (SRM) mode. MS/MS experimental conditions for the selected
compounds are shown in Table 2. Drying as well as nebulizing gas was
nitrogen, obtained from a nitrogen generator N, LC-MS adapted for LC-MS
analyzers (Claind, Teknokroma, Barcelona, Spain). For operation in MS/MS
mode, collision gas was Argon 99.995% (Praxair, Madrid, Spain) with a
pressure of approximately 4-10-3 mbar in the collision cell. Dwell times of 0.1
s/scan were chosen. MassLynx v4.1 (Waters) software as well as homemade

excel spreadsheets were used to process the quantitative data obtained.

Table 2. Experimental conditions of the UHPLC-MS/MS for the selected compounds

Ret Cone Ion-ratio
gy transitions? SRM transitions SRM transitions
Compound Time voltage . .
. Native Isotopic label IPD
(min) V)
compound
BisphenolA 0.85 30 227.2>212.1(15) 239.2>224.1(15) 227.2>212.1(15)
(BPA) 227.2>133.0 (20) 13C12-BPA 228.2>213.1 (15)
239.2 > 224.1(15)
Octylphenol 1.15 30 205.2>133.0(25) 206.2>134.0(25) 205.2>133.0(25)
(OP) 205.2>117.1 (45) 13C4-0OP 206.2 > 134.0 (25)
207.2 > 135.0 (25)
Nonylphenol 1.27 30 219.2>133.0(25) 206.2>134.0(25) 219.2>133.0(25)
(NP) 205.2 >147.1 (25) 13C4-NP 220.2 > 134.0 (25)

221.2 > 135.0 (25)

nformation in brackets: Collision energy (eV), bold = Quantifier; IPD: Isotope Pattern

Deconvolution.
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2.3 Preparation of water samples

Environmental samples with observable suspended particulate matter were
decanted by pouring the water after sedimentation slowly from the sample
bottles into clean 1 L glass (Schott-Duran) bottles [21]. Then, 0.5 mL of the
labeled mixture solution was added to a 100-mL volumetric flask, where the
water sample was used to fill it and to adjust the final volume. This gives a final
concentration of 0.1 pg/L except for 13C12-BPA which was 0.5 pg/L. Accurate
and precise results will be obtained when the ratio of concentrations between
the natural and labeled compound is in the range of 0.1 to 10, according to the

random error propagation theory [22].

2.4 Recommended Hollow fiber extraction procedure

Fibers were cut into 13 cm long pieces and cleaned by means of sonication (15
min in methanol followed by 15 min in acetone) and soaked with 1-octanol for
5 seconds in order to impregnate the pores of the hollow fibers. Then the
excess of 1-octanol on the outside was removed by washing the fiber 25
seconds in stirred bottled water. The lumen of the hollow fiber was filled with
30 pL of the acceptor phase, 1-octanol, using a 100-puL. HPLC microsyringe
model 701N (outer diameter 0.72 mm) from Hamilton (Bonaduz, Switzerland)
and both open ends of the fiber were closed by means of a hot soldering tool.
Then, fibers were hold by a stainless steel alligator clip holder attached to a
wire and immersed into a 100 mL water sample. Extraction was performed
during 30 min at 800 rpm. After extraction, the acceptor was transferred from
the fiber into a HPLC vial flushing with 270 pL of methanol using a HPLC
gastight syringe model 1001 (outer diameter 0.72 mm) from Hamilton (Reno,
Nevada, USA). Before injection into the HPLC system, samples were

homogenized by agitation in a vortex during 5 seconds.

2.5 Solid phase extraction procedure

SPE was performed using Supelclean ENVI-C18 glass cartridges that were

conditioned by washing and rinsing with 2mL of methanol, 2mL of acetonitrile
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and 2mL of bottled water. Then, after introducing around 4 mL of water
samples, a PTFE adapter was stacked to a 30 mL syringe barrel to act as a
larger loading reservoir. One hundred mL water samples were percolated
through the cartridges by gravity, and then cartridges were vacuum dried for
30 min. Analytes were eluted using 5 mL of acetonitrile. The extracts were
evaporated to dryness at 40 2C under a gentle stream of nitrogen and

reconstructed in 0.5 mL of methanol.

2.6 Cleaning procedure

The ubiquitous presence of the selected compounds in all the laboratory
material, included solvents, is probably the main challenge during the
determination of EDCs at very low concentration levels. For this reason, and
according to our previous experience [16,20], all glass material was rinsed
with acetone, methanol and hexane. Compared with previous works, rinsing
also with hexane was added to the cleaning procedure due to some

contamination observed after rinsing only with the other two solvents.

On the other hand, both hollow fibers and magnetic stirrers were rinsed with
acetone and sonicated 15 min in methanol and 15 min in acetone before use.
HPLC syringes were rinsed twice with acetone and twice with methanol
between samples. Due to their low cost, fibers were discarded after being used

to decrease memory effect and cross-contamination.

2.7 Determination of EDC by Isotope Pattern Deconvolution

The isotope dilution calculation methodology applied in this work is based on
the combination of multiple linear regression and the use of labeled 13C-

analogues of each analyte. Briefly, this approach assumes that the final isotopic
AiRMi
x

composition observed in the mixture, , is a combination of the

SRMi
contribution of the abundances of the analyte, A”“t , and those of the
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SRMi
isotopically enriched spike, A’“b [23-25]. This can be better described in

matrix notation as can be observed in Equation 1.

SRM1 SRM1  (SRM1 SRM1

Amix Anat Alab X e
SRM2 | _ ASRMZ ASRMZ nat + SRM?2

A‘mix - nat lab e (1)
SRM3 SRM3 SRM3 lab SRM3

A‘mix Anat Alab e

As can be seen in Equation 1, an error vector, eSRMi, needs to be included in
order to resolve the system of equations, since a minimum of three SRM have
to be employed. The solutions to Equation 1 correspond to the molar fractions
of natural and labeled compounds in the mixture, X, and Xj,,. These can be
obtained by using conventional spreadsheet software (e.g. LINEST function of
Microsoft Excel). Finally, the amount of natural abundance compound, N,,;, can
be directly calculated using Equation 2 since the added amount of labeled

standard, N, is known.

X
Nnat = ]vlab —
lab (2)

Consequently, quantification of EDC avoids the need to carry out any
methodological calibration curve. It must be pointed out that the theoretical
mass isotopomer distribution coming from each precursor ion have to be
obtained and compared with those obtained experimentally. This can be easily
carried out by using the software Isopatrn implemented by L. Ramaley et al.
[26]

Finally, confirmation of the presence of the selected compounds was carried
out by calculating the peak area ratios between the qualifier (q), and the
quantifier transition (Q) and comparing them with ion-ratios from a reference

standard (See Figure 1).
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3. RESULTS AND DISCUSSION

31 Optimization of the chromatographic conditions

The proposed LC method was optimized to provide a simple and fast
separation of BPA, OP and NP. In a first approach, gradient conditions using
C18 columns were tested since are known for providing better peak shapes
and increasing retention for the less apolar compounds. On the basis of the
gradient conditions used by Jing et al. [27], different combinations methanol-
water were studied. Bearing in mind the high levels of EDCs usually contained
in Milli-Q grade water [28,29], it was passed through an extra purification
system, an EDS polisher. Nevertheless, even using treated MilliQ water,
nonylphenol was accumulated during gradient injection cycles. As a

consequence gradient conditions were finally discarded.

Therefore, the isocratic conditions were also tested. Based on our previous
works [16,20] different percentages of methanol-water combinations, with and
without ammonia and ammonium acetate as modifiers, were evaluated. The
best sensitivity was reached with a mobile phase consisted of 97%
methanol/water with 0.01% ammonia since the presence of NH4Ac affected
negatively the signal of BPA. In these conditions, the signal enhancement of NP
and OP in methanol extracts when combined with octanol extracts was not
observed as occurred in previous works [16]. On the other hand, it has to be
highlighted that the chromatographic run was reduced to only 2 min,
decreasing considerably the analysis time compared with previous developed
methodologies [5,12,30]. Last but not least, and as stated before, these
conditions avoid problems of inaccuracy between injections compared with
previous developed methodologies using gradient conditions [12]. A

chromatogram under these conditions can be consulted in Figure 1.
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3.2 Measurement of the isotopic composition of 13C2-BPA by LC-
MS/MS

As stated above, the correct quantification via IPD equations require the
accurate knowledge of the relative abundances of both natural and isotopically
labeled compounds. For this reason, abundances were experimentally
measured for each analyte (both natural and labeled) by preparing individual
500 pg/L standards in methanol and injecting each five times which the

appropriate SRM transitions.

In LC-MS/MS, the occurrence of different fragmentation mechanisms may
occur simultaneously in the collision cell, and fragment ions containing
different number of hydrogen atoms can overlap in the mass spectrum [31,32].
As a consequence, the purity of the selected cluster must be evaluated,
following the procedure described in previous works [16,20]. It was observed
that the major contribution in selected compounds corresponded to clusters
[M-H] and [M-2H]. The values obtained for NP were a contribution of 96.0 * 0.3
for [M-H-C¢H14]- and 4.0 * 0.3 % for [M-H-CsH1s]- while for OP of 98.10 * 0.13
for [M-H-CsH12]- and 1.9 = 0.13 % for [M-H-CsHi3]~. In the case of BPA, the
observed contributions were 88.2 + 0.3 for [M-H-CH3]- and 11.8 * 0.3 % for [M-
H-CH4]-. These contributions were included in the matrix of abundances used

for IPD calculations.

3.3 Concentration and extend of 13C-enrichment of the 13C12-BPA
standard

In order to apply IPD calculations, it is mandatory to know the exact amount of
each labeled compound added to the sample. For this reason, the concentration
of 13C12-BPA was calculated against its corresponding reference natural
analogue. Under these circumstances, we obtained a concentration of 6.18 *
0.09 pg/mL. The isotopic enrichment of 13C was found to be 99.0% calculated
according to the method described elsewhere [20] and matched with the

nominal enrichment provided by the manufacturer.
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34 Optimization of the HF-LPME experimental parameters

The efficiency of the current procedure was examined by studying extraction
solvent and time, maintaining a fix stirring speed at 800 rpm. This agitation
rate was selected since it was the biggest value that did not originate a vortex
in the sample solution. Other parameters, including the extraction pH and
amount of sodium chloride added to the sample solution were not evaluated

since they have normally a low or negative influence [16,33].

Selection of the acceptor solvent was performed with octanol, diethyl ether
and toluene by extracting the target compounds in water samples during 30
min. Among them, octanol was preferred due to their high partition coefficient
water-octanol for the selected compounds (See Table 1). For each solvent, a
triplicate of 100 mL of Milli-Q water fortified with the three compounds at a
concentration level of 5 pg/L plus a blank sample were evaluated. Negligible
recoveries were obtained for both diethyl ether and toluene. Thus, octanol has
been chosen as acceptor phase. This solvent has the advantage of being
compatible with the chromatographic conditions when diluted in methanol,

simplifying the sample treatment procedure.

Finally the influence of extraction time was also tested. For this study, water
samples were extracted under the optimized conditions for 15, 30 and 45 min.
It was observed that 30 min provided the highest enrichment
(preconcentration) factors for the three compounds in the octanol extracts:
around 300 for BPA, 500 for OP and 400 for NP [14]. However, in terms of
absolute recoveries, the values for the three compounds were 10% for BPA,
and 15% for OP and 12% for NP.

3.5 Optimization of the SPE experimental parameters

Considering problems reported in previous publications [10,20] as well as
possible contamination, C18 glass tube cartridges were selected due to their

ability to retain non-polar compounds. The optimization was performed
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evaluating four different elution solvents (methanol, acetonitrile, acetone and
hexane) and collecting two consecutive fractions of 5 mL for each solvent.
Then, each fraction was evaporated with a gentle stream of N and finally
reconstituted in 0.5 mL of methanol. The best results were obtained using 5
mL of acetonitrile as elution solvent, which provided absolute recoveries of
78%, 68% and 59% for BPA, OP and NP, respectively.

3.6 Performance of the analytical methods: SPE vs HF-LPME

Once the SPE procedure and the HF-LPME parameters were optimized, the
method validation was carried out. As no certified reference material was
available for the target compounds, different spiked water samples were used
to obtain the recoveries and relative standard deviation (RSD) of the method.
Three types of water samples were evaluated, bottled water, surface water and
effluent wastewater, at two concentration levels, 0.1 and 1 pg/L for
alkylphenols and 0.5 and 5 pg/L for BPA. Compared to OP and NP, the BPA
levels were increased due to the high RSD obtained for HF-LPME in
preliminary experiments. For each combination matrix-validation level, four

independent replicates were analyzed within a day and injected in duplicate.

“Blank” water samples of each matrix spiked only with the isotope labeled
mixture were also processed to subtract the endogenous amount of the target
compounds. As an example of the method performance Figure 1 illustrates the
detection and confirmation of the selected compounds in a surface water
sample. Since no real sample blank was found for any of the studied matrices,
the subtraction of the blank values from fortified samples resulted in higher
errors in the recovery calculation. As can be observed in Table 3, this mostly
affected the lowest validated level, especially for NP as higher blank levels

were found.
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Figure 1. UHPLC-MS/MS chromatograms of BPA (a), OP (b) and NP (c) for reference
standards (left) and for a positive surface water sample by HF-LPME.

The results obtained were satisfactory for BPA, OP and NP in all water samples,
with recoveries between 89% and 113% for HF-LPME, and between 91% and
113% with SPE. RSDs were below 17% in HF-LPME while SPE presented a
maximum of 16% (Table 3). These values agreed with the SANCO guideline
SANCO/12571/2013 [34] which proposes RSD < 20% and recoveries between
70% and 120%. In both cases, the highest RSDs corresponded to NP at the
lowest validated level, probably caused by the highest error with the
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subtraction of its concentration in blank samples. Consequently, the extraction

methodologies developed were satisfactorily validated in all matrices.

The limit of quantification (LOQ) objective was established as the lowest
validated level for all compounds, which was in agreement with actual EU
directive for waters for NP (0.3 ng/mL) and OP (0.1 ng/mL) [2]. As stated
before, maximum levels of BPA in water are not established in any legislation.
For the measurements, the labeled compounds, 13Ci,-BPA ,13C;1-OP, 13C1-NP,
were added at the same concentration level as the added natural compounds.
Figure 2 shows that both the single labeled and the uniformly labeled internal
standards coeluted with their natural analogues, thus no chromatographic
isotopic effects were observed, making them able to correct any possible
matrix effects [17,35].

The analytical characteristics of both extraction techniques in terms of time,

cost, total volume consumption and handling were also compared.

On the one hand, the selected miniaturized extraction, HF-LPME, has the main
advantage of the very low cost of each extraction fiber (approximately around
0.03 euro) and allows an average of 9 extractions in 2 hours (with the magnetic
stirring set of 9 plates used in the present work. See Figure S1). Thus, around
13 minutes are needed per sample extracted. Besides, only 300 pL of solvent
are employed, which is in line with green chemistry tendencies. Nevertheless,
the preparation of hollow fibers and consequent withdrawal of the acceptor
solvent after extraction requires practice, and its manipulation is sometimes
complicated. This could be an added difficulty to its application in routine

laboratories despite of the economic advantages.

Alternative, the SPE technique, in the off-line version used in this work (12
position), is a very simple, transferable and accurate extraction methodology.
Despite the high price per SPE glass cartridge (around 7 euros each), higher
volume consumption (9.5 mL of organic solvents per sample) and longer

sample treatment time, this approach can be much easier applied.
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Nevertheless is a tedious extraction and permits, approximately, a maximum of
20 extracted samples per 8h-working day, what makes and average time of 24
minutes per sample. It has to be pointed out that if only 10 samples are
extracted, the total time per sample will be increased, making it a laborious

procedure.

Confirmation of possible findings was carried out by calculating the peak are
ratios between the confirmation transition (underneath the quantifier
transition in Table 2) and the quantifier (in bold in the same Table) and by
comparing them with the ion-ratio calculated from a reference standard
(Figure 1). Maximum deviations accepted in q/Q ratios were based on
guideline SANCO/12571/2013 [34], where a maximum of 30% is established.
A notorious improvement in this work compared with previous literature is
the possibility of confirming positive findings of OP due to improved signal
sensitivities [16]. Besides, it was possible to reduce the sample volume from
200 mL to 100 mL in the SPE extraction [20].
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Finally, all SRM transitions, employed for IPD calculations as well as the
confirmation transitions for BPA, OP and NP, could be acquired simultaneously
at this low level for all analytes. This makes possible to quantify and confirm

the selected analytes with a high level of confidence in a single injection.

Table 3. Recovery for bisphenol A (BPA), 4-tert-octylphenol (OP) and technical
nonylphenol (NP) in bottled water, effluent wastewater and surface water obtained by
isotope pattern deconvolution calculations. Extractions by HF-LPME and SPE are

include for each water sample.

Bottled water Effluent Surface water
wastewater

Compound Valllg:lwnHF-LPME SPE  HF-LPME SPE HF-LPME SPE

LOQ 104 £ 14 93+3 102 £ 14 93+8 104 +7 96 +3

Bisphenol A
10 LOQ 98+8 94.1+x12 1008 101.6+x23 9911 107 +£3
LOQ 105+10 1057 100+11 104+8 96 +15 1097

Octylphenol
10LOQ 100.7+1.31019+1.4 99.5+15 1003 102+ 4 97 +4
LOQ 109+17 9716 89+14 113+13 94+15 91+15

Nonylphenol

10LOQ 107.6+24 103+8 113+9 103 +8 1119 102 +8

aThe uncertainty of the values corresponds to 1s standard deviation of four
independent replicates injected two times each.
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4. CONCLUSIONS

In this work, a HF-LPME method by UHPLC-MS/MS has been demonstrated to
be suitable for simultaneous determination of BPA, OP and NP with high
sensitivity, high enrichment factors and good sample clean-up ability. Besides,
compared with previous developed methodologies [14] no derivatization step
is required and analytes can be separated in a 2-minutes run. In addition, the
proposed extraction procedure is performed in only 30 min, which is a great
advantage compared with other microextraction techniques which normally

require longer extraction times [11,12].

Regarding quantification, IPD calculations have been proven trustworthy and
fast, providing one result per sample injection. Quantification, based in IDMS
through 13C-labeled compounds and multiple linear regression has the
advantage that methodological calibration curves are no longer needed, thus

reducing the total analysis time.

Comparable results in terms of precision and accuracy have been observed in
both extraction methodologies tested, classical SPE and HF-LPME. In the case
of extraction by disposable hollow-fibers with octanol as acceptor phase, it has
been proved to be a fast, inexpensive, precise and sensitive analytical
procedure. Nevertheless, it could be difficult to manipulate the fibers before
and after the extraction and this must be a key point when applying this
procedure in routine laboratories. Also, and despite of the high enrichment

factors obtained, absolute recoveries are still very low.
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4.1 Introduccion

Las micotoxinas son metabolitos secundarios de ciertas especies flingicas
filamentosas, principalmente del género Aspergillus, Penicillium y Fusarium,
sintetizadas después de un tiempo de crecimiento activo o como respuesta a
condiciones de estrés. Estos hongos crecen normalmente en alimentos de
consumo humano y de animales, tales como forrajes, granos y plantas
leguminosas. Pueden originarse antes, durante y después de la cosecha, como
resultado de una manipulacion o almacenamiento inadecuados,
principalmente en paises con climas humedos y calidos. Como consecuencia de
la presencia de estos hongos en piensos, las micotoxinas pueden llegar al ser
humano a través de la cadena alimentaria. Carnes, huevos y leche, ademas de

sus derivados, son alimentos tipicos donde se encuentran estos contaminantes.

En la actualidad se han descrito mas de 300 micotoxinas, aunque sélo unas 30
tienen caracteristicas toxicas para los humanos y/o animales. Estos
metabolitos forman un grupo de compuestos de bajo peso molecular muy
heterogéneo, con estructuras y caracteristicas fisico-quimicas y toxicoldgicas
muy distintas entre ellas. A modo de ejemplo, la Figura 4.1 muestra la
estructura molecular de 9 micotoxinas seleccionadas. Cabe destacar que a
pesar de que todas las micotoxinas tienen origen fiingico, no todos los
compuestos generados por hongos se denominan micotoxinas. Por ejemplo, el
etanol y la penicilina son sintetizados por hongos pero no son considerados

como micotoxinas.

Las micotoxinas no son sé6lo complicadas de describir sino que también son

dificiles de clasificar. En general, las micotoxinas suelen agruparse por sus
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Figura 4. 1 Estructura de las micotoxinas seleccionadas en el presente trabajo.

caracteristicas toxicoldgicas, a pesar de que un gran ndmero de micotoxinas
muestran caracteristicas toxicas superpuestast. No obstante, en la actualidad

aun no existe un consenso general sobre su clasificacidn.

El término micotoxina fue acufiado en 1962 tras la muerte de 100.000 pavos
cerca de Londres (Inglaterra), hecho que se asoci6 a la ingesta de cacahuetes

contaminados por aflatoxinas. Desde ese momento y hasta la actualidad existe
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un creciente interés en el control de los niveles de estos contaminantes en
alimentos. Si bien es cierto que las micotoxinas no pueden ser eliminadas
completamente, si que es posible restringir los niveles maximos en los
alimentos de consumo humano y piensos para que asi la exposicién de la
poblacién a través de la cadena alimentaria no suponga un riesgo. De forma
general, las micotoxinas pueden provocar una amplia variedad de efectos
adversos en la salud en funcién de su naturaleza quimica: algunas afectan al
sistema inmunitario, mientras que otras son teratogénicas, mutagénicas y/o
carcindgenas en ciertas especies de animales. También han sido asociadas con
algunas enfermedades crdnicas y agudas en diferentes partes del mundo, tanto
en animales como en humanos. En los afios 1993 y 2002, la Agencia
Internacional de Investigacién sobre el Cancer de la OMS23 evalué el potencial
carcinogénico de las aflatoxinas, ocratoxinas, zearalenona, fumonisinas y el
grupo de tricotecenos. Las aflatoxinas fueron clasificadas como Carcinogénicas
(Grupo 1), mientras que se concluy6 que la ocratoxina A y las fumonisinas son
Posiblemente Carcinogénicas (Grupo 2B). Sin embargo, los tricotecenos y la
zearalenona no pudieron ser clasificados como carcinogénicas (Grupo 3). No
obstante, en la actualidad atin no se conocen con precision sus efectos sobre la

salud humana ni tampoco los niveles de exposicion habituales#.

En general, la exposicion a micotoxinas es mdas habitual en paises poco
desarrollados, donde es comun el uso de métodos poco exhaustivos para
manipular y almacenar los alimentos. A su vez, este hecho suele ir ligado a
problemas de malnutricién y a la baja o nula regulacion de éstas. No obstante,
también se ha descrito la presencia de micotoxinas a niveles bajos en distintos
alimentos en paises desarrollados. Por ejemplo, un reciente estudio de la dieta
total en la Comunidad Valenciana de Beltran et al.> mostré resultados positivos
de la presencia de deoxinivalenol en cereales y de fumonisina B; tanto en
cereales de desayuno como en cervezas. No obstante, los niveles obtenidos de
micotoxinas no superd en ninguin caso los contenidos maximos regulados en el

reglamento 1881/2006/ECSé ni en ninguna de sus posteriores modificaciones.
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Tabla 4.1 Contenidos maximos permitidos de micotoxinas reguladas en

alimentos de consumo humano? y en piensosb.

Alimentos
Alimentos PiensosP
Compuesto infantiles
(ng/Kg) (ng/Kg)
(ng/Kg)
Aflatoxina B 2.0-8.0 0.1 5-20d
Suma de aflatoxinas (B1, B2, G1y G2) 4.0-15.0 - -
Deoxinivalenol 500-1750 200 900-12000
Ocratoxina A 2-10 0.5 50-250
Zearalenona 50-200 20 100-3000
Suma de fumonisinas (B1 y B2) 400-2000 200 500-60000
Suma de toxinas (HT-2 y T-2)c 25-1000 15 250-2000

a Reglamento de la Comision Europea 1881/20066
bRecomendacion de la Comision Europea 2006/576/EC?
¢ Directiva de la Comisiéon Europea 2013/165/EU8
dReglamento de la Comision Europea 574/2011°

Como ya se ha comentado en la introduccién, son multiples las agencias que
intentan regular las cantidades mdaximas permitidas de micotoxinas en
alimentos para asegurar la salud de la poblacién, incluyéndose la FAO, 1a WHO
y la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA, European Food Safety
Authority)10. A finales del 2003 unos 100 paises disponian de legislacion
referente a los niveles de micotoxinas en la industria alimentaria (cubriendo
aproximadamente el 85% de la poblaciéon mundial), principalmente incluyendo
a 13 micotoxinas!?. En Europa, la legislacion concerniente a los niveles
maximos de micotoxinas en distintos alimentos para consumo humano y para
piensos estd establecida mediante diversos reglamentos y directivas de la
Comision Europea. En éstas se han establecido limites de unos pocos ng/g para
un gran numero de combinaciones de analito-matriz. Los intervalos legislados
pueden consultarse en Tabla 4.1. Por su parte, la Administraciéon de Alimentos
y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA, Food and Drug Administration) es
la encargada de establecer los niveles maximos regulados en EEUU!.

Comparando ambas directivas destaca que la europea es mucho mas especifica
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en cuanto a combinaciones matriz-micotoxina. No obstante, tal y como bien
sefialé P. van Egmond?9, la regulaciéon no es un proceso tan simple ya que
depende en gran medida de los habitos alimenticios de la poblacion y del

numero de fuentes a las que estan expuestas.

Metodologias de andlisis

La presencia de micotoxinas en alimentos y su determinacién analitica se ha
convertido en un constante desafio. El proceso de generar nueva legislacion
referente a estos metabolitos va intrinsecamente ligado al desarrollo de nuevas
metodologias de andlisis, cada vez mas fiables (robustas, exactas y precisas), y
a su validaciéon mediante la realizaciéon de ejercicios de intercomparacioniz,
Como ya se ha comentado anteriormente, la diversidad de estructuras
quimicas de las micotoxinas unidas a la necesidad de alcanzar limites de
cuantificacidn del orden de los ng/g, continua siendo un reto analitico. Por este
motivo, desde su reconocimiento como problema en los afios 60, se han
utilizado un gran nimero de métodos de andlisis para la deteccién y
cuantificacién de micotoxinas. Entre ellos se incluyen a los analisis por HPLC
con detectores ultravioleta (UV) y fluorimétricos, los cuales contindan
empleandose tanto para investigacidn como para controles rutinarios. Otras
técnicas, tales como la cromatografia en capa fina (TLC) o la GC también son
utilizadas en funcién del laboratorio. Por otra parte, el hecho de que
normalmente los métodos cromatograficos impliquen tiempos de tratamiento
de muestra y andlisis bastante largos ha dado paso al desarrollo de métodos
mas rapidos basados en técnicas inmunolégicas. Entre otros, ELISA (Enzyme-
Linked ImmunoSorbent Assay), fluorimetria directa, polarizacién por
fluorescencia y diversos métodos que emplean biosensores!2 Todos ellos se
caracterizan por su bajo coste y facil manipulacién, ofreciendo en unos pocos
minutos resultados cuantitativos y semicuantitativos de las micotoxinas de

interés1s,
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Por otro lado, los avances en LC-MS, sefialados en capitulos anteriores, han
hecho que ésta técnica se haya impuesto sobre el resto, especialmente en el
campo del analisis multiresidual, puesto que permite cuantificar un gran

numero de analitos en una sola inyeccion.

En concreto, el acoplamiento LC-MS/MS se utiliza muy ampliamente en
métodos de barrido (screening), de identificaciéon y de cuantificacién para un
elevado nimero de micotoxinas. Mediante esta tecnologia es posible alcanzar
los niveles de sensibilidad y confirmacién requeridos por la legislacién. Todo
ello con un coste por analito bastante bajo. Ademas, estas caracteristicas
enlazan perfectamente con la clara tendencia actual de desarrollar métodos
multianalito en generall* y para micotoxinas en particular?s. La busqueda de
métodos rapidos y sencillos se centra también en la reduccion de la etapa de
tratamiento de muestra. En muchos casos, esta etapa incluye una unica
extraccidn seguida de la dilucién del extracto y su posterior determinacion
instrumental (“dilute and shoot methods”). No obstante, la bondad del analisis
por LC-MS/MS se ve mermada por la exaltacién del efecto matriz en los
extractos no sometidos a procesos de purificacidn. El estudio de este efecto
matriz y su resoluciéon se aborda con bastente profundidad en este mismo

capitulo.

En el siguiente estudio, incluido en el articulo cientifico 5, se han comparado
las principales metodologias de calculo que permiten corregir el efecto matriz
en el analisis de micotoxinas por LC-ESI-MS/MS en matrices de alta
complejidad. Para ello, se han estudiado 9 micotoxinas (Figura 4.1): aflatoxina
B1 (AFB1), fumonisinas By, B2 y B3z (FB1, FB2 y FB3) ochratoxina A (OTA),
deoxinivalenol (DON), las toxinas T-2 y HT-2 asi como zearalenona (ZEA). Esta
seleccion se basé en primer lugar en la disponibilidad de sus analogos
enriquecidos con 13C para cada una de ellas y a su inclusién en la normativa
vigente europea. Por otra parte, dada la disponibilidad de la 13C-FBs3, se decidié
incluirla en la comparativa ya que también suele estar presente en cereales

contaminados, aunque no se encuentra regulada. En cuanto a la no inclusién de
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la aflatoxina M; y la patulina esto se debe a que sus caracteristicas
fisicoquimicas hacen dificil su andlisis en métodos multiresiduo. Ademas, la
aflatoxina Mi sélo se observa en derivados de la leche y la patulina en

derivados de las manzanas, matrices que no han sido el objeto de este estudio.
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4.2 Comparacion de distintas estrategias para
contrarrestar el efecto matriz en el analisis de
micotoxinas en alimentos de consumo humano y

piensos

Como ya se ha comentado de manera reiterada en la introduccién general y en
apartados anteriores, el efecto matriz (ME) es probablemente el mayor
problema con el que se enfrenta el acoplamiento LC-MS. En el capitulo 1 se han
enumerado las causas del efecto matriz y las diferentes estrategias para su
eliminacion o atenuacién. Puesto que en este apartado se aborda el estudio de
dicho efecto, se realizara una descripcion mas detallada de los procesos que
pueden provocar disminucién de la sefial durante la ionizacién en la fuente ESI
asf como de las estrategias para evaluar su presencia y para minimizarlo. Cabe
comentar en primer lugar que la variacién de la eficiencia de ionizacién en
compuestos que coeluyen con los analitos se ha observado tanto en las fuentes
de ESI como de APCI (ionizacién quimica a presion atmosférica), aunque la

primera, la que se ha utilizado en esta tesis, es mucho mas susceptible a ello?s.

El proceso de supresion de la sefal en la fuente ESI puede ser debido a
diferentes mecanismos, tanto en fase gas como en fase liquida. El mecanismo
en fase gas esta relacionado con la formaciéon de compuestos neutros o con
reacciones de transferencia de carga que neutralicen la del analito. En fase
liquida se han descrito un mayor nimero de mecanismos (Figura 4.2). Entre
ellos, la competicion por el espacio y por el exceso de carga en la superficie de
las microgotas del aerosol entre el analito y los compuestos que coeluyen con
él, que pueden formar parte de la muestra o ser introducidos durante el
tratamiento de muestra y la separacién cromatografica. Por otro lado, la
modificacién de la viscosidad y de la tensién superficial dificultan tanto los
procesos de evaporacién del disolvente como la llegada de los analitos a la
superficie de la gota y su posterior evaporacién. Todos estos mecanismos

pueden darse por separado o conjuntamente y provocan una disminucién de la
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sefial que no sufre el patron de referencia si esta preparado en disolvente. La
supresion de la sefial conlleva, ademas, una pérdida de sensibilidad del
instrumento, de manera que no es posible alcanzar los LOQ deseables o se
pierde por completo la sefial de la transicién de confirmacién incluso en
equipos altamente sensibles. En todos los casos la clave para solucionar el
problema implica llevar a cabo la calibraciéon en idénticas condiciones a la

medida de la muestra.

Estandar en Muestra
disolvente fortificada

A Analito
M Matriz
H*Cargas positivas

Evaporacion

Competicion por el espacio
disponible en la superficie de l1a gota
Competicién por el nimero limitado
de cargas (protones)

Disminucion de la evaporacion del
solvente para formar microgotas

2x [A+ H]*
4x [M + H]*

Iones moleculares formados
Figura 4.2 Principales causas del efecto matriz en ESI.

Ante la problematica del efecto matriz, el primer paso es evaluar su presencia y
extension. Para ello ya en el afio 1996 se propusieron dos formas de estudiarlo:

la fortificacion de los extractos tras la extracciéon y la infusiéon post-columna?’.

La forma mas sencilla de evaluar el ME es mediante la comparacién de la sefial
de un analito en una muestra fortificada tras la extraccion (B) con la respuesta
de un disolucién patrén de la misma concentracion preparada en disolvente
(A). (Figura 4.3a). En esta técnica, si la sefial del extracto es menor que la del
patréon habra supresion de sefial mientras que a la inversa la matriz produciria

exaltacion de la sefial. Esta forma de evaluar ME, también conocida como
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recuperacién aparente, se suele expresar como la relacién entre sefales
(B)/(A) en porcentaje.

En cuanto a la infusién post-columna (Figura 4.3b), esta consiste en la
introduccién continua de un compuesto de referencia, normalmente a través
de una pieza en forma de “T”, que se encuentra entre la columna
cromatografica y la fuente de ionizacién. La infusiéon post-columna ha sido
tipicamente una forma cualitativa de evaluar el efecto matriz, aunque recientes
estudios la proponen también como un método cuantitativo siempre y cuando
el compuesto de referencia monitorizado sea representativo de todos los
analitos estudiados8. En esta aproximacion, el efecto sufrido por el compuesto
monitorizado se extrapola al resto de analitos suponiendo que el ME

depende, exclusivamente, de su tiempo de retencion.

La tercera técnica conocida para evaluar de forma cuantitativa el efecto matriz
consiste en una version mas compleja de la primera aproximacion. Para ello, es
necesario comparar la sefial de un analito afiadido a una muestra antes de la
extraccion (C), la del mismo analito anadido tras la extraccién de la muestra(B)
y la de un patrén preparado en disolvente(A); todas a un mismo nivel de
concentracién. Con estos datos, se obtendria el efecto matriz como B/A, la
eficiencia del proceso de extraccion como C/B y la eficiencia global del proceso
como C/A, teniendo en cuenta tanto la recuperacion obtenida asi como el
efecto matriz. Otra variante de este tipo de calculos implica hacer la division

entre las correspondientes pendientes de las curvas de calibrado?®.
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patrén

@ Soluciéon . S
! Bomba
Infusion
| | -
! & @

A) Estandar B) Extracto C) Muestra
en disolvente fortificado fortificada

Figura 4.3 Evaluacion del ME por a) adicidon tras la extraccion y b) infusion post-

columna.

Durante el desarrollo y validacién de nuevos métodos de andlisis no sélo es
aconsejable conocer el alcance del efecto matriz, sino que resulta
imprescindible minimizarlo al maximo. La forma mas sencilla de reducirlo es
mediante dilucién del extracto, para asi reducir la presencia de interferencias
en el extracto final. Sin embargo la dilucién también supone una disminucion
de la concentracion de analito en el extracto y, aunque la disminucién de la
matriz suele producir un aumento de la sefial, se debe alcanzar una situacion

en la que la ésta no esté comprometida.

La segunda forma de hacer frente al efecto matriz implica un desarrollo
experimental mas exhaustivo que conduzca a una mayor eliminacién de la
matriz. Asi, la aplicacién de una extracciéon mas selectiva de los analitos de
interés en detrimento del resto de componentes de la matriz o la realizaciéon de

una purificacion extra del extracto final (clean-up) son medidas que favorecen
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la disminucién de interferentes. Por otra parte, la mejora en la separacién
cromatografica de los analitos respecto de los interferentes del extracto
también ayuda a este propoésito. Sin embargo, estos procesos aumentan de
forma considerable tanto el tiempo de desarrollo de la metodologia como el

tiempo del tratamiento de muestra.

Por otro lado, es conocido que el cambio de la fuente de ionizacién habitual,
normalmente de ESI, por otra menos susceptible a sufrir ME como APCI, puede
ser de gran ayuda ante este problema siempre que los analitos de interés se

ionicen adecuadamente.

En el caso de que el ME no haya podido ser eliminado eficientemente mediante
ninguna de las aproximaciones anteriores, o no se dispone de tiempo suficiente
para desarrollar de forma exhaustiva una metodologia analitica, la tercera
opciéon es compensarlo aplicando calibrados metodolégicos. Esta es una
aproximacion especialmente importante en métodos multianalito, para los que
resulta imposible o poco practico eliminar la matriz sin perder alguno de los
compuestos de interés. Las metodologias de calibrado mas utilizadas son las

siguientes:

Adiciones estdndar. Es la forma clasica de corregir el efecto matriz ya que la
misma muestra es fortificada con el analito o analitos de interés a distintos
niveles de concentracién (normalmente entre 1.5 y 3 veces la concentracién
endogena del compuesto en la muestra). Compensa de forma adecuada el
efecto matriz, pero requiere de la preparacion y medida de multiples muestras
fortificadas asi como de fortificar a un nivel adecuado a la concentracion inicial,
no conocido a priori. No obstante, resulta muy util cuando no se dispone de

patrones internos tal y como se vera mas adelante.

Calibrado en matriz. Consiste en la preparacion de curvas de calibrado en
extractos de la matriz a analizar. Esta aproximaciéon es de facil aplicacion

siempre y cuando se disponga de matrices blanco de cada muestra. Sin
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embargo, normalmente resulta bastante complicado encontrar este tipo de

extractos, especialmente para matrices compuestas.

Uso de patrones internos. Este tipo de correccién utilizando analogos
enriquecidos isotopicamente (ILIS) es la metodologia mas extendida en la
actualidad, ya que la ionizacién entre ambos es teéricamente la mismal’. Cabe
comentar que la utilizaciéon de homoélogos estructurales no siempre resulta
efectiva pues el comportamiento no es idéntico en todas las condiciones
experimentales. Por lo que respecta a ILIS, los mas adecuados son los
marcados con 13C (o 15N) pues estos elementos forman parte del esqueleto
molecular (enlaces tipo C-C, C-N) y sus compuestos son mas estables
comparados con los marcados con 2H. En este caso, el enlace C-H es mas labil y,
por otro lado, la interaccion del H con el medio es diferente a la que
experimenta el 2H. El procedimiento conlleva la realizacién de una curva de
calibrado mediante la senal del analito de interés y su correspondiente patrén
interno, para asi obtener una sefial relativa de éste frente a la concentracion.
Las desventajas ya han sido descritas en la introduccién, pero de forma general
destacan la falta de compuestos marcados isotépicamente y el elevado precio

de éstos.

Desarrollo experimental

En el caso de la cuantificacién de micotoxinas por LC-ESI-MS/MS, compensar el
efecto matriz resulta fundamental ya que su determinacion es llevada a cabo
normalmente en matrices complicadas. Por ello, en la quinta contribucién
cientifica incluida en esta tesis se estudi6 la magnitud del efecto matriz y su
correccion en dos especias (nuez moscada y circuma) y en tres alimentos de
consumo animal (maiz, paja y pienso). Un ejemplo de cromatograma de la

separacién realizada se puede consultar en la Figura 4.4.
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Para ello se llevé a cabo una extraccion genérica s6lido-liquido desarrollada en
el RIKILT (Wageningen, Paises Bajos) para la determinacién de micotoxinas en
alimentos. El método implica la extraccién de 2.5 g de muestra empleando 10
mL de extractante formado por una mezcla de acetonitrilo y agua acidificada
con acido férmico (86:16:1). Pasadas dos horas, los extractos se centrifugaron
y se diluyeron 1:1 con agua Milli-Q, para finalmente ser filtrados con unos

viales especiales que contenian el filtro.

01_LO+labMIX 04_LO+labMIX
U1_131105_023 1: MRM of 5 Channels ES+ U1_131105_041 1: MRM of 5 Channels ES+
100, 285 297>2491 (o0, (285 297 > 249.1
19493 2.30e5 9969 1.14e5
ES| DON 1 pg/g Area B DON 1 ug/g Area
[y T \ T [ T T T T T
3.00 6.00 3.00 4.00 5.00 6.00
2: MRM of 11 Channels ES+ 2: MRM of 11 Channels ES+
1003 313.1>2851 400 5.1 313.1>285.1
4204 2.91e4 2231 241e4
B AFB1 0,005 ug/g Area B AFB1 0,005 pg/g Area
3.bo ‘ 6. bO 34‘00 4.b0 ‘ 54‘00 ‘ 6.b0
2: MRM of 11 Channels ES+ 2: MRM of 11 Channels ES+
1003 2>2631 4o, 5.2 442.2> 263.1
5484 3.46e4 4413 2.56e4
& HT-2 0,1 uglg Area e HT-20.1 ug/g Area
T ] T T T Y
3.00 6. 00 3.00 4.0
3: MRM of 5 Channels ES+ 3 MRM of 5 Channels ES+
1003 5,57 7222>3342 40, 55 722.2>334.2
25807 1.51e5 11873 7.23e4
ES| FB10,5 pg/g Area B FB10,5 pg/g Area
T
3.b0 6. 00 3.00 4. 00 6. 00
4 MRM of 5 Channels ES+ U1_131105_041 Sm (Mn, 2x2) 4 MRM of 5 Channels ES+
100 484.2>1851 1003 P
24848 1.57e5 11557 7.65e4
ES T-20,1 pg/g Area B T-20,1 pg/g Area
T 60
3.00 400 6.00 3.00 4.00
5: MRM of 5 Channels ES+ 5: MRM of 5 Channels ES+
1003 6.39_ 706.2>336.2  1qq; 6.39, 706.2 > 336.2
1349 9.60e4 5448 3.70e4
ES FB30,1 ug/g; FB20,2 ug/g 6.0 Area ES FB30,1 pg/g; FB20,2 ug/g 6.0 Area
4 41 25609,
0 T T [y, T T T T
3.00 4.00 3.00 4.00 5.00 6.00
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2>239.1 404.2 > 239.1
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a

b

Figura 4.4 Cromatogramas UHPLC-MS/MS para las nueve micotoxinas en a) maiz

y b) nuez moscada. El nivel de fortificacion se indica en los cromatogramas.
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En una primera aproximacion, se estudi6é la compensacion del efecto matriz
mediante la monitorizaciéon de un compuesto infusionado de forma constante a
través de la fase movil, de acuerdo con las conclusiones obtenidas en el trabajo
de Stanhke et al.18. Seglin este estudio, era posible corregir el efecto matriz al
que se encontraba expuesto un compuesto a un determinado tiempo de
retencion aplicando el efecto matriz del compuesto monitorizado. En el
presente trabajo, para estudiar esta aproximaciéon se monitorizaron tres
compuestos como marcadores de matriz: carbendazima, clormequat y 13C-
cafeina; y se usaron seis matrices con efecto matriz de moderado a alto:

subproductos de soja, paja, nuez moscada, pimenton, circuma y jengibre.

Todas las combinaciones de compuestos monitorizados-matrices fueron
estudiadas para comprobar si esta aproximacién era aplicable en la
compensacién del efecto matriz en las nueve micotoxinas seleccionadas. No
obstante los resultados no fueron satisfactorios, por lo que se rechazé esta

aproximacion.

En una segunda parte del trabaj6 se estudid la correcciéon del efecto matriz
mediante la aplicacion de diferentes calibrados metodoldgicos. Por una parte,
se utilizaron las adiciones estandar a tres niveles, lo que permitié tanto el
calculo utilizando la curva de calibrado completa como utilizando un s6lo nivel
de fortificacion. Por otra, se adiciond a los extractos tras la extraccion los ILIS
enriquecidos con 13C para cada una de las micotoxinas (U-labeled: todos los 12C
en la molécula sustituidos por 13C). Esto permiti6 realizar dos métodos de
calculo sin la necesidad de curva de calibrado, IPD y OPIC (calibrado interno
utilizando un punto), ademas de la realizacién de curvas de calibrado
utilizando los ILIS a modo de patrén interno. Cabe comentar que la adicién
antes de la extraccién (a modo de “surrogate”) se descartd dado el elevado
precio de los ILIS. Sin embargo, mediante adiciones estandar se comprob6 que
la extraccion era cuantitativa y los resultados fueron correctos. La descripcién
completa de estas metodologias se puede consultar mas adelante en el articulo

incluido en este capitulo.
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De forma general tal y como se puede consultar en la Figura 4.5, el
deoxinivalenol y la aflatoxina B son los compuestos mas afectados por el
efecto matriz, obtenido mediante la fortificacién post-extraccién. También
destaca la marcada supresion en ambas especies, sobre todo en el caso de la

curcuma que llega incluso superar el 90%.

En cuanto a las recuperaciones obtenidas mediante las distintas metodologias
de calculo realizadas, se puede concluir que el uso de ILIS como patrén interno
mediante curvas de calibrado resulto ser la metodologia mas adecuada. Sin
embargo, se comprobd que en caso de no disponer de estos ILIS, la aplicaciéon

de adiciones estandar a un solo nivel es la forma dptima de cuantificacién.

Por otra parte las cuantificaciones mediante ILIS que evitan el uso de curva de
calibrado (IPD y OPIC) aportaron resultados de recuperaciones satisfactorios,
exceptuando los valores excesivamente altos para las fumonisinas. Esta
problematica deberia de ser estudiada mas adelante, a ser posible con
marcados que contuvieran un solo 13C. Para estas dos metodologias de calculo,
fue posible evitar el uso de curvas de calibrado, reduciendo asi el tiempo total

de anélisis.
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Figura 4.5 Efecto matriz observado para las nueve micotoxinas en las cinco
matrices estudiadas.
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4.2.1 Articulo cientifico 5

Comparison of approaches to deal with matrix effects in LC-MS/MS based
determinations of mycotoxins in food and feed
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ABSTRACT

This study deals with one of the major concerns in mycotoxin determinations:
the matrix effect related to LC-MS/MS systems with electrospray ionization
(ESI) sources. To this end, in a first approach, the matrix effect has been
evaluated in two ways: monitoring the signal of a compound (added to the
mobile phase) during the entire chromatographic run, and by classical post-
extraction addition. The study was focused on nine selected mycotoxins:
aflatoxin Bj, fumonisins B1, B2 and Bs, ochratoxin A, deoxynivalenol, T-2 and
HT-2 toxins and zearalenone in various sample extracts giving moderate to
strong matrix effects (maize, compound feed, straw, spices). Although the
permanent monitoring of a compound provided a qualitative way of evaluating
the matrix effects at each retention time, we concluded that it was not
adequate as a quantitative approach to correct for the matrix effect. Matrix
effects measured by post-extraction addition showed that the strongest ion
suppression occurred for the spices (up to -89%). Five different calibration
approaches to compensate for matrix effects were compared: multi-level
external calibration using isotopically labelled internal standards, multi-level

and single level standard addition, and two ways of single-point internal
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calibration: one point isotopic internal calibration (OPIC) and isotope pattern
deconvolution (IPD). In general, recoveries and precision meeting the EU
requirements could be achieved with all approaches, with the exception of the
single level standard addition at levels too close to the concentration in the
sample. When an isotopically labelled internal standard is not available, single-

level standard addition is the most efficient option.

KEYWORDS: matrix effects, calibration, isotope dilution mass spectrometry,

ion suppression, standard addition

1. INTRODUCTION

Mycotoxins are low-molecular-weight products of the secondary metabolism
of some fungi, mainly from the genera Aspergillus, Penicillium and Fusarium,
which are produced after a period of active growth or response to stress
conditions [1].These fungi grow mainly in cereals, but can also be found in
fruits, spices, nuts or fodder. The interest of controlling the presence of the
mycotoxins in food and animal feeds lies in the health problems they can
induce due to their toxicity, including hepatic, gastrointestinal and
carcinogenic diseases [2]. For this reason maximum levels for food and feed

have been established by the European Union [3-6].

In order to be able to determine the mycotoxins at the levels required by
legislation a wide range of analytical methods are developed each year[7,8]. For
screening and semi-quantitative analysis, various immunochemical assays
have been developed, including radio-immunoassays, enzyme-linked
immunosorbent assays (ELISA) and sandwich ELISA, chemiluminiscent and
fluorescent immunoassays, and lateral flow and flow-through immunoassays.
For confirmatory and quantitative analysis, methods based on gas
chromatography (GC) or high-performance liquid chromatography (HPLC) are

commonly employed. In GC analysis, typically involving derivatization, the
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mycotoxins are detected by electron capture detection (ECD), flame ionization
(FID) or mass spectrometry (MS). In HPLC the most common detectors are
ultraviolet (UV), diode array (DAD), fluorescence (FD) and MS [9]. A clear
trend can be seen to develop multi-mycotoxin methods based on liquid
chromatography coupled to tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) for the

simultaneous identification and quantification of the sought compounds [8,10].

LC-MS/MS is one of the most powerful tools for organic compound analysis
due to its high selectivity, sensitivity, and throughput. However, its
quantitative performance can be affected by the matrix effect, especially when

an electrospray ionization source (ESI) is used.

The matrix effect is the alteration of the ionization efficiency of a compound,
due to the presence of substances co-eluting with the target analyte [11].
Matrix effects can depend on source design and therefore differ from
instrument to instrument. It can cause either an enhancement or suppression
of the compound signal but the latter is more common [12]. Consequently, it is
necessary to test and study the matrix effect during the development and
validation of each new method. The evaluation of the matrix effect can be
performed mainly by two approaches: by post-extraction addition or by post-
column infusion [13]. The post-extraction addition is based on the comparison
between the peak area of a standard prepared in solvent and the area obtained
after spiking an extract of a blank sample at the same concentration. In the
case of post-column infusion the target compound is added to the eluent
through a T-piece after the LC column. The signal of the target compound is
monitored after injection of a blank sample extract. Response fluctuations of

the target compound reflect the matrix effect.

A wide variety of strategies can be employed in order to overcome the matrix
effect [12,13]. The simplest possibility is a dilution of the sample extract in
solvent, but since it diminishes the amount of analyte introduced in the system,

this is only a viable option when the required LOQ can still be achieved [14]. In
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the same line, a low injection volume combined with a high flow rate can also
decrease the matrix effect. Other options are a more exhaustive method
development by the optimization of chromatographic separation (avoiding
compounds to co-elute with the target analytes), improving sample clean-up
and selective extraction. Measuring the analytes as negative ion can also
reduce matrix effects. The main drawbacks of these approaches are that the
total time for method development is considerably increased and that the
method becomes less suitable for simultaneous determination of multiple

mycotoxins with different physical-chemical properties.

An alternative to the elimination of the matrix effect is compensating for it by
using certain calibration approaches. These include matrix-matched
calibration, the standard addition method, or the use of internal standards.
Matrix-matched calibration requires the availability of non-contaminated
material of the same composition as the sample and assumes that the matrix
effect for a certain product is the same for different samples from that product
which is not necessarily true [15]. In case different matrices are to be analysed,
separate matrix-matched calibration standards need to be prepared for each
matrix. This is also the case for standard addition approaches, but here the
advantage is that no a priori knowledge of the sample composition is required
which facilitates the analyses of composite products (e.g. multi-ingredient food

products, compound feed).

Matrix-matched calibration using one individual model-sample is inferior to
standard addition or the internal standardization, as the compensation is
physically performed in each sample. In case of internal standardization, as the
use of a homologue cannot always compensate such variability, isotope labeled
internal standard (ILIS) seems a better option. Among the available labelled
internal standards, 13C-labelled are preferred over deuterated analogues in
order to guarantee the perfect co-elution with their natural analogue. The use
of ILIS is recognised as the most efficient way to compensate for matrix effects;

however, availability and cost may limit the applicability in routine practise
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[16]. Nevertheless, it has been shown that the additional cost can be as low as
2 EUR per sample when the labels are added to a small volume of the final
extract [17]. A common approach is to add the label to the sample (or extract),
and to the solvent-calibration standards. The responses are normalized to that
of the label and all samples can be quantified based on one solvent-based
calibration curve. An alternative and even more straightforward way of using
the isotope labels is one-point isotopic internal calibration (OPIC) often used
as a compromise between the necessary calibration and workload [18]. Here
the label is added to the sample (or extract) as well but no external calibration
standards are used, i.e. the concentration in the sample is calculated based on
the response of the label in that same sample and only one injection is required
for both analysis of the sample and calibration. The isotope pattern
deconvolution (IPD) method also makes use of this way of calibration but using
a different quantification procedure. This alternative approach is based on the
determination of the molar fractions for each pure isotope pattern (natural
abundance or labeled) contributing to the isotope pattern observed in the
mixture (spiked sample) by multiple linear regression in which a least square
fitting can be applied. A simple equation is employed for the determination of
the concentration of the analyte as the ratio of molar fractions is equal to the

ratio of molar concentrations in the mixture [19,20].

An interesting and completely different approach that would eliminate the
need for matrix-matching, standard addition, and isotope labels, is the use of
the signal suppression (or enhancement) measured for one specific ‘matrix-
marker’ substance monitored throughout the chromatographic run, to
compensate for the matrix effect. This idea from Stahnke [21] relies on their
observation that different compounds experience the same matrix effect at the

same retention time.

This article reports on a comparative study of different strategies to account
for matrix effects in LC-ESI-MS/MS. First the applicability of the approach

proposed by Stahnke et al. to mycotoxins in highly complex matrices was
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investigated. Subsequently, we compared the following calibration approaches
to compensate for matrix effects with respect to accuracy and efficiency: multi-
level external calibration using isotopically labelled internal standards, the
standard addition method (multi-level and single level), and two single-
injection methods (OPIC and IPD). This was done for nine mycotoxins in five

matrices of increasing complexity.

As far as we know, the comparison of different methodologies of matrix effect
compensation in mycotoxin determination has only been recently evaluated in
OTA in grapes, musts and wines by stable isotope dilution assay and

diastereomeric dilution assay methods [22].

2. MATERIALS AND METHODS

21 Reagents and materials

HPLC grade solvents methanol and acetonitrile were purchased from Biosolve
(Valkenswaard, The Netherlands). Ultra-pure water was obtained from a Milli-
Q system (Millipore Co., Bedford, USA). Formic acid (>98% purity), ammonium
formate (>99%), ammonium acetate (>99%) and 13Cz-caffeine (>99%) were
obtained from Sigma-Aldrich (Zwijndrecht, The Netherlands) and

carbendazim and chlormequat from Dr. Ehrenstorfer (Augsburg, Germany).

Biopure® mycotoxin standard solutions of unlabelled HT-2 and T-2 toxins in
acetonitrile, uniformly [!3C]-labelled (U-labelled) compounds aflatoxin B
(AFB4), deoxynivalenol (DON), T-2 and HT-2 toxins, ochratoxin A (OTA) and
zearalenona (ZEA) in acetonitrile and fumonisins B;, B, and Bz (FB4, FB2 and
FB3) in acetonitrile/water were purchased from Romer Labs Diagnostic GmbH
(Tulln, Austria). FB3 standard solution in acetonitrile/water was acquired from
PROMEC Unit (Medical Research Council, Tygerberg, South Africa). The other
unlabelled mycotoxins standards were supplied by Sigma-Aldrich: FB4, FB,
DON, OTA and ZEA as a pure solid (purity higher than 98%) and AFB; in an

acetonitrile solution. Individual stock solutions of fumonisins were prepared in
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acetonitrile/water (1:1), DON, T-2 and HT-2 toxins, OTA and ZEA solutions

were prepared in acetonitrile.

The stocks of the unlabelled and the U-labelled compounds were combined
into two working solutions (one for the wunlabelled mycotoxins in
acetonitrile/water (80:20, v/v) and one for the U-labelled analogues in
acetonitrile). The working solution of the unlabelled mycotoxins had the
following concentrations: AFBi, 20 ng/mL; DON, 4000 ng/mL; FB;, 2000
ng/mL;FB,, 800 ng/mL; FB3, 400 ng/mL; HT-2, 400 ng/mL;0TA,40 ng/mL;T-2,
400 ng/mL; ZEA, 1000 ng/mL. For the internal calibration method the exact
concentration of the labels need to be known. Therefore the concentrations of
the [!3C]-labelled working solutions obtained were determined by reverse
isotope dilution analysis and established to be: [13Cy7]-AFB;, 10.78 ng/mlL;
[13C15]-DON, 1290 ng/mL; [!3C34]-FB1, 462 ng/mL; [13C34]-FB2, 270 ng/mL;
[13C34]-FB3, 130 ng/mL; [13C22]-HT-2, 250 ng/mL; [13C]-0OTA, 28 ng/mL;
[13C24]-T-2, 224 ng/mL and [13Cyg]-ZEA, 700 ng/mL. All standard solutions
(stock, intermediate and working solutions) were stored in amber glass bottles
in a fridge. Prior to usage, the working solutions were brought to room

temperature and were mixed thoroughly.

2.2 Samples

Feed samples (soybean meal and wheat straw) and spice samples (nutmeg,
paprika, curcuma and ginger) were used to study the feasibility of the
compensation of matrix effects through of a ‘matrix-marker’ substance. The
comparison of different calibration strategies was carried out using five
different food and feed commodities: maize, compound feed, wheat straw,
nutmeg and curcuma. The selection of the matrices was based on the moderate
to strong signal suppression associated with these types of matrices. Maize
was chosen as the least complex matrix in this work, but its relative high

matrix effects have been widely described [23,24].
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2.3 Sample preparation

Ground and homogenized samples (2.50+0.01 g) were weighed into 50-mL
polypropylene tubes. Samples were extracted by shaking with 10 mL
acetonitrile/water/formic acid (84:16:1) (extraction solution) on a mechanical
shaker (SM 30 control, Edmund Biihler, Hechingen, Germany) (170-200
mov/min) for 2 hours. Afterwards the tubes were centrifuged at 3000 rpm for
5 min. and 200 pL of supernatant was two-fold diluted with HPLC-grade water
directly in a filter vial (Mini-UniPrep, 0.45 pm, Whatman, Forham Park, NJ,
USA). In case internal standards were added, this was done at this stage (for
details see below). The vials were closed with the corresponding filters and
mixed by vortex for 3 s. After being stored in the fridge for 30 min. in order to
precipitate part of the co-extracted matrix, the extracts were filtered by

pressing down the filters.

Due to the high absorption capability of straw samples, the volume of
extraction liquid was increased to 20 mL for these samples. Besides, the high
degree of homogeneity of spice samples permitted to reduce the amount of
sample to (0.50£0.01 g) and consequently the volume of extraction solution to
2 mL. These samples were extracted in 15-mL Falcon tubes and extracted as

described above.

2.4 LC-MS/MS analysis

An UPLC™ system (Acquity, Waters, Milford, MA, USA) coupled to a Micromass
Quattro Ultima triple quadrupole mass spectrometer was used (Waters). The
analytical column was an Ultra aqueous C18 (3 um particle size, 2.1 mm x 100
mm; Restek, Bellefonte, PA, USA), at a flow rate of 0.4 mL/min. The column
temperature was set at 352C and the injection volume was 5 pL. The mobile
phase was a time programmed gradient using A (H20) and B (MeOH/H-0
(95:5)). For positive electrospray conditions both mobile phases were
modified with ammonium formate (1mM) and formic acid (1% v/v).

Zearalenone in curcuma samples was analysed separately in a second run by
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negative ionization using mobiles phases modified with ammonium acetate
(5mM) and acetic acid (0.1%). The percentage of organic modifier (B) was
changed linearly as follows in both conditions: 0 min, 0%; 1 min, 0%; 2min,
50%; 3 min 50%; 8 min, 100%; 10 min, 100%; 10.5 min, 0 %; 15 min, 0%.

The mass spectrometer was operated with electrospray ionization in selected
reaction monitoring (SRM) mode (Table 1). Transitions monitored for 13Cs-
caffeine, carbendazim and chlormequat were 198 > 140, 192.2 > 160 and 122.2
> 58.3 respectively. Capillary voltages of 2.5 kV (positive ionization mode) and
3.5kV (negative ionization mode) were applied. Nitrogen was used as the
nebulizer gas and argon as the collision gas. The desolvation gas temperature
was set to 3502C and the source temperature to 120 2C. The cone gas and
desolvation flow were set at 200 and 550 L/h respectively. Dwell times of 80
ms/transition were used. Instrument control, data acquisition and evaluation
(integration and quantification) were done with MassLynx software (v. 4.1,
Waters).

2.5 Continuous measurement of a ‘matrix-marker’ substance to
correct for matrix effects

The set up used was based on that described by Stahnke [21]However, instead
of permanent post-column infusion of the matrix-marker substance into the
eluent through a T-piece, which requires an additional pump, the monitored

substance was introduced by adding it to the mobile phases.

Three different compounds (13Cz-caffeine, carbendazim and chlormequat)
were selected as candidate matrix-marker substances and added at a level of
2.5 ng/mL to both organic and aqueous mobile phases. This level was in
accordance with the post-column infusion conditions described by Stahnke et
al. Carbendazim was evaluated as candidate to correct for matrix effects
because of its successful use in the Stahnke work. Labelled caffeine was
selected as an alternative and has the advantage that it will not be present in

samples. Chlormequat, a cationic compound, was also employed since it
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presented no interaction with the C18 column and eluted completely

unretained.

Experiments

were performed under positive electrospray conditions

presented in Table 1. Sample extracts (200 pL) were spiked with 12.5 pL of the

unlabelled mix solution and adjusted to a final volume of 400 pL with water.

Standards were prepared in extraction solution/water (1:1) and injected after

every 5 samples.

Table 1. Experimental conditions of the LC-(ESI)-MS/MS for the selected mycotoxins

Ret. time  Precursor Cone SRM transitions ' SRM transitions SRM transitions
Compound . . voltage . -
(min) ion W) Native compound Isotopic label IPD
Deoxynivalenol .20 207.0>249.1 (10)  312.0>263.1(10)  22/-0>249.1(10)
2.8 [M+H] 298.0 > 250.1 (10)
(DON) 297.0>231.1 (10) 312.0 > 263.1 (10)
. 313.1 > 285.1 (20)
Aflatoxin Bl MHH] 30 3131>285120)  330.1>30L1C0) 3301 2501 (20
(AFB)) 313.1 > 269.1 (30) 330.1 = 3001 (20)
A 442.2>263.1 (10)
HT2  Toxin ., MENH® 20 442.2>263.1(10)  4642>278.1(10) 35 50 )
(HT-2) 4422 >215.1 (15) 4642 >278.1 (10)
Fumonisin  B1 . 722.2>3342 (40) 75623562 (40) /222> 334.2(40)
55 [M+H] 30 723.2 > 335.2 (40)
(FB) 722.2>352.2(30) 756.2 > 356.2 (40)
. 484.2 > 185.1 (20)
T-2 Toxin ss [MINEL]® 20 4842>185.120)  S082>198.120) e 7o't (50
(T-2) 484.2 > 305.1 (10) 5082 198.1 (20)
. 706.2 > 336.2 (40)
Fumonisin B3 o M 30 706.2>3362(40)  7402>3582(40) 0 Z 330 o)
(FB;) 706.2 > 318.2 (40) 740.2 > 358.2 (40)
Fumonisin B2 . 706.2 > 336.2 (40)  7402>3582(40)  [002>3362(40)
6.1 [M+H] 30 707.2 > 337.2 (40)
(FB,) 706.2 > 318.2 (40) 740.2 > 358.2 (40)
A 404.2 > 239.1 (30)
Ochratoxin A ¢ ¢ [M+H]* 30 4042>239.130) 454552501 (30)  406.2>241.1 (30)
(OTA) 404.2>221.1 (35) 4242 >250.1 (30)
319.3 > 283 (10)
Zearalenone ¢ o [M+H]" 20 319.3>283.0(10) 3373 391 (10) 337.3>301 (10)
(ZEA +) 319.3 > 185.1 (30) 336.3 > 300 (10)
317.1 > 175.1 (25)
Zearalenone® . 317.1>175.1 (25)
(ZEA - 6.8 [M-H] 20 317052731 (o) 311851025 3351>185.1(29)

334.1>184.1 (25)

Unformation in brackets: (Collission energy (eV), bold = Quantifier;

Pattern Deconvolution.

IPD: Isotope

2Zearalenone analysed by ESI- with a different mobile phase composition compared

with the positive run, (see Experimental)
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The matrix effect profile at each retention time was constructed by calculating
the ratio, at each point of the chromatogram, between the signal intensity (SI)
obtained with the sample extract and that of the reference solvent (reagent

blank) with the following expression (Equation 1):

SI(sample extract)

ME(%) = |

SI (reference solvent) ' 100] — 100 (1)
Once the matrix effect profile is calculated, recoveries corrected for matrix
effects can be obtained using the values around the retention time for each

compound (Stahnke et al).

2.6 Comparison of quantification approaches

For comparison of different quantification approaches nine mycotoxins were
spiked to five food and feed matrices at levels in the range of legislative or

recommended maximum levels.

For maize, compound feed and straw 2.5 g were fortified with 625 pL of the
working solution of unlabelled mycotoxins. For nutmeg and curcuma 0.5 g
were spiked with 125 pL of the same solution. The concentration in fortified
samples was established as level 0 (LO), which corresponded to following
concentration of mycotoxins in samples: AFB4, 0.005 pg/g; DON, 1 pg/g; FBy,
0.5 ug/g; FBy, 0.2 ug/g; FBs3, 0.1 ug/g; HT-2, 0.1 pg/g; OTA, 0.01 pg/g; T-2, 0.1
ug/g; ZEA, 0.25 pg/g. Samples were equilibrated for 30 min before the

extraction.

When measurements involved the use of the labelled mycotoxins, one aliquot
of 200 pL of the initial extract was spiked with 20 pL of the labelled mixture
and diluted with 180 uL of deionized water.

The fortified samples were quantitatively analysed on three different days.

From the data obtained the average recovery and the precision (expressed as
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relative standard deviation (RSD) in %) were determined using five different

calibration approaches:
a) Multi-level external calibration using isotopically labelled internal standards.

For this 20 pL of the labelled mycotoxin mix was added to 200 pL of the sample
extract and deionized water was added to obtain a final volume of 400 pL.
Calibration standards in extraction solvent/water (1/1) were prepared
containing the mycotoxins at concentrations corresponding to 0, 0.5, 1, 2.5 and
10 times the concentration corresponding to LO in sample and the isotopically
labelled internal standards at the same level as in the final sample extracts. The
response of the mycotoxin was normalized to that of the corresponding
labelled internal standard. The concentration of the mycotoxins were
determined using the equation of the calibration curve obtained using the
normalized responses. For comparison, the calculations were also done

without using the labels (i.e. without correction for matrix effects).
b) Multi-level standard addition

Four aliquots from the same sample extract were used to perform the recovery
calculations based on standard additions. These were prepared by adding
successively the mixture of the natural compounds to 200 pL of extract of the
fortified samples to obtain a final level of 1.5 times (level 1, L1), 3 times (level
2, L2) and 4.5 times (level 3, L3) the level added to the spiked samples (LO0).
Deionized water was added to obtain a final volume of 400 pL. The
concentration of mycotoxin was determined from the intercept of the

calibration curve with the X-axis.
c) Single-level standard addition

For this quantification method the data from b) were used. The concentration

252



Capitulo 4

was calculated by:

ArealLy

Concentration = —————
ArealL,—Arealg

- Concentration ., (2)
with Lx being the standard addition level, and LO the level in the fortified
sample. This single-point standard addition calibration was performed for each

of the three levels individually.
d) One-point isotopic internal calibration (OPIC)

One isotopically labelled standard for each compound and a simple cross-
multiplication is used to determine the concentration in the extracts for each
sample injection. No calibration curve is used. For this 20 uL of the labelled
mycotoxin mix was added to 200 pL of the extract (blank or fortified) and
deionized water was added to obtain a final volume of 400 pL. The
concentration of the isotopically labelled internal standards in the extract
corresponded to that of the fortification levels in the samples. The

concentration of the mycotoxin was calculated by:

AreaM,

Concentration (OPIC) = AreaMy,
x

Concentration 1, (3)

with Mx = mycotoxin, Mxl = labelled mycotoxin
e) Isotope pattern deconvolution (IPD).

IPD as used in this work is an alternative form of OPIC. IPD is a mathematical
tool employed in IDMS to obtain the concentration of each compound in the
sample by multiple linear regressions without the need to build any calibration
curve. This approach assumes that, after spiking the sample with the labelled
analogue, the final isotopic composition observed in the mixture is a
combination of the analyte and the isotopically enriched spike. Afterwards,
solving the system of equations formed by the abundances, the ratio of molar

fractions is obtained and consequently the concentration of analyte in sample.

253

n
St
(T}
=%
<
=%

=
o
=
<
Q
7]
Q

&~



nfabrega
Line

nfabrega
Line

nfabrega
Line

nfabrega
Line

nfabrega
Line


Fabregat-Cabello et al./ (accepted in World Mycotoxin Journal)

This approach needs the measurement of the isotopic composition of both
natural and labelled compounds by mass spectrometry [25]. Taking into
account the limited number of transitions that can be simultaneously
measured by LC-MS/MS, the most sensitive transitions should be known in
advance. It is possible to calculate the most abundant isotopomer combination
for a selected transition by the use of the software Isopatrn [26]but the
molecular formula of both parent and daughter ions must be available. The
proposed molecular formula has been obtained by either previous works
[17,27,28] or deducted by using Xcalibur software (Thermo Fisher Scientific,
San Jose, CA, USA) and was double checked with in-house exact mass databases
(Table S1. Appendices). The selected transitions for IPD calculations are
included in Table 1. For IPD calculations 3 transitions are used: the most
abundant for natural and labelled compounds and a third one, sensitive
enough and free of interferences. A minimum number of three transitions is
necessary in order to be able solve the system of equations formed by the

abundances by multiple linear regression with a least square fitting.

SRM 1 SRM 1 SRM 1 SRM 1
Amix Anat Alab X e
SRM?2 | _ SRM?2 4SRM?2 nat SRM 2
Amix - Anat A/ab |: X :| +e [4)
SRM 3 SRM3 4SRM3 lab SRM 3
Amix Anat Alab e
SRMi

In this system of equations “7* values corresponds to the measured relative

abundance of the compound in the mixture for the SRM transition of nominal

SRMi SRMi
masses i >j, "™ and "%  experimentally measured abundances for the

natural and labeled micotoxins and e*iis the error vector of the multiple linear
regression. By solving the previous system of equations, the amount (mols) of
natural abundance mycotoxin in the sample, Nua, is then calculated using
equation (5) where the amount (mols) of each labeled mycotoxins added, Niap,

must be known.

254



Capitulo 4

X
nat N lab = (5)
t X lab

It should be noted the probability of errors caused by the contribution of
fragmentation before Q1. For example the transition 319—283, which starts at
the [M+H] of native zearalenone may be theoretically influenced by the
fragment ion [M+H-H;0]* of 13Cis-ZEA. However, our measurements will be
biased only if [M+H-H20] of 13C1s-ZEA has also a main fragment in Q2 of m/z
283 (see Table 1).

The samples used for this study turned out to be contaminated with certain
mycotoxins (see Supplemental Info Table S2). In these cases, the amount
present in the non-fortified samples was subtracted from that of the fortified
samples in all quantification approaches. Since no blank samples were
available for the majority of the matrices, an unspiked sample was prepared
for each matrix. A volume of 200 uL of the final extract was fortified with 20 pL
of the labelled mixture and 180 pL of water in order to be able to subtract the
amount of each mycotoxin found in the samples by all the quantification

methodologies.

2.7 Determination of matrix effects by post-extraction addition

Matrix effects were calculated by comparison of the response of a mycotoxin in
sample extract with the response of the same concentration in a solvent
standard. This was done at the L2 level. Endogenous concentrations of
mycotoxins in the samples were taken into account (subtracted) in the

calculations.

__ Area(matrix)
Area(solvent)

ME -100 — 100 (6)
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3. RESULTS AND DISCUSSION

31 Assessment of the feasibility of compensation of matrix effects
through the signal of a continuously monitored substance

The work of Stahnke et al. establishes that the ion suppression or enhancement
for a monitored substance can be extrapolated to other analytes if they elute at
the same retention time, and therefore can be used to correct for matrix
effects. To study the applicability of this approach, three ‘matrix-marker’
substances (13C-caffeine, carbendazim and chlormequat) were tested. In this
work, in order not to complicate the instrumental configuration, the
substances were added to the mobile phase rather than by post-column
infusion as done by Stahnke et al. At least one injection for stabilization of the
system when starting a new sequence was performed. By doing so, no
indications for concentration fluctuations of the marker substance due to
absorption in the LC-pump or valve were observed. First the signal intensities
of the three substances during the entire chromatographic run were measured
without matrix (injection of reagent blank, see Figure 1A). This basically shows
the effect of the mobile phase gradient on the response of each of the three
substances. Next, the signal intensities were measured after injection of
extracts of different matrices known to cause moderate to strong matrix effects
(a soy by-product used as feed ingredient, wheat straw, nutmeg (shown in
Figure 1B), paprika, curcuma and ginger). Then the matrix effect profiles were
constructed based on the ratio of the signals obtained after injection of sample
extract and reagent blank versus retention time (Figure 1C for nutmeg, Figure
2 for curcuma and wheat straw, more examples in the Supplemental
Information Figure S1). One limitation of the set up to add the substances to
the mobile phase (instead of post-column infusion) was that due to the
interaction of carbendazim and 13C-caffeine with the stationary phase
(retention time 2.8 and 3.3 min, respectively), these compounds were initially
accumulated in the column until their constant elution. For this reason, the

usable matrix-effect profiles ranged from 3.5 to 9 min.
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The graphs very nicely show that the matrix effects, mostly suppression, varies
widely for different matrices and at different retention times. The objective of
these graphs was to obtain the matrix effect values at the retention time of
each of the mycotoxins and then use these values to correct for the matrix
effect. The first observation that can be made from the matrix-effect profiles
for the three marker substances is that they overlap to a certain extent, but not
consistently, and that remarkable differences do occur. For example, in Figure
2A in the elution range of the mycotoxins (up to approx. 7 min) the magnitude
of suppression for carbendazim and 13C-caffeine is similarly strong, but much
less suppression occurs for chlormequat. The different values obtained
between chlormequat and the other two compounds can be explained, at first,
by the different psychochemical properties since chlormequat is a highly
ionized compound. However, for wheat straw, 13C-caffeine and chlormequat
are overlapping quite well while carbendazim is clearly more suppressed. In
certain matrices and at certain retention times, very large variations in matrix
effects between the three marker substances can be seen, for example for
ginger (Figure S1) at 5.0 min, the suppression of 13C-caffeine and chlormequat
is similar and carbendazim is deviating, while at 5.5 min 13C-caffeine and

carbendazim are similar and chlormequat is deviating.

These differences cannot be readily explained by the physico-chemical
properties of the monitored compounds. In Figure 1C, 2 and S1 the actual
matrix effects for individual mycotoxins, determined by comparison of the
response in matrix versus the response in solvent standards, are also included.
From this is it clear that similar observations can be made for the other
mycotoxins and matrices (see Figure 1C, Figure 2). Also for mycotoxins that co-
elute (e.g. aflatoxin B1 and HT-2 toxin) substantial differences occur (see also
Table 2 and 3, and Table S2-4). The results demonstrate that the correction of
the matrix effect by monitoring a ‘matrix-marker’ substances is an unsuitable

approach for the correction of matrix effects for the tested conditions.
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Although the approach seems appropriate for the pesticides and matrices from
the work by Stahnke, it was not suited for the mycotoxins and matrices studied
in the present work. The reasons for this were not fully clear, but might be
related to the type of matrix, the higher degree of suppression (especially
spices) and/or the instrumental conditions used. However, the method
provides a qualitative assessment of the matrix effect and enables the
researcher to evaluate the alteration of the analyte response at each retention

time.

3.2 Comparison of different calibration approaches

In the comparison nine mycotoxins (AFB1, DON, FB;, FB;, FB3, HT-2, OTA, T-2
and ZEA) were selected based on the availability of the isotopically labelled
analogues of the sought compounds and, except for FB3, their inclusion in the
European Union food legislation. Maize, compound feed, straw, nutmeg and
curcuma were selected due to their known moderate to high signal
suppression. The average matrix effects and its variability (standard deviation)
for the different mycotoxin/matrix combinations as measured on three
different days are included in Table 2 (maize), Table 3 (nutmeg), Table S3
(compound feed), Table S4 (wheat straw), and Table S5 (curcuma). Matrix

effects were calculated according to equation 6.

To this end, the ratio between the areas of the standard prepared in solvent
and in sample extract were compared. In view of these results, the compounds
affected by a higher suppression were aflatoxin B1 and deoxynivalenol for all
the matrices. Moreover, the signal of zearalenone was also affected by the
matrix of both studied spices, while T-2 toxin and Ochratoxin A were mostly
affected by curcuma matrix. In general, matrix effects for all analytes were
more pronounced in spice samples, in particular curcuma, than in maize,
compound feed or straw. Malachova et al. have previously reported this in

green pepper [29].
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Figure 2. Matrix effect profile for curcuma (A) and for wheat straw (B). The matrix
effects obtained by post-extraction addition at each retention time for each mycotoxin
are also included. Boxes with the mycotoxin code: position on the Y-axis indicate the
actual suppression/enhancement for that mycotoxin, the lines on either side of the box

indicate its peak width.

For the evaluation of trueness, samples were spiked with working solution
(unlabelled mycotoxins) at one level before extraction. The concentration
levels were selected according to typical legislative or recommended limits and

were established as level 0 (LO) (see experimental section for specific values).

Recoveries of the selected mycotoxins were first calculated by the standard
addition method (addition to the extract). As the quantification is carried out in
the same matrix, the standard addition method compensates for any matrix
effect and the extraction recovery can be assessed. The standard addition
calculations were performed by adding the working solution of natural

mycotoxins to different aliquots of the same extract to obtain a final level of 1.5
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times (level 1, L1), 3 times (level 2, L2) and 4.5 times (level 3, L3) the level
spiked to sample (L0O). This permitted to obtain a four-point calibration graph
built with the spiked sample and the three post-extraction levels. Moreover,
the recoveries were also calculated based on single standard addition using

each of the three levels.

Alternatively, the isotope-labelled mycotoxins, added to an extract aliquot of
L0, were used as internal standard for calculating the recoveries by a five-point
calibration curve in solvent, and by two single-point calibration approaches:
one point isotopic internal calibration (OPIC) and isotope pattern
deconvolution (IPD) (see experimental section for details). The main difference
between the single-point calculations is the use of three isotopomer
abundances in a multiple linear regression (IPD) instead of a cross-

multiplication (OPIC) to determine the concentration in the sample.

Satisfactory linearity by standard addition and internal standard calibration
curve with correlation coefficients above 0.995 in all sample matrices was
obtained, except for OTA in straw and curcuma for the standard addition
method. For this reason this analyte was excluded in the comparison by
standard additions (either, multiple or single addition) in straw and curcuma.
Besides, OTA was affected by a co-eluting isobaric interference in nutmeg
samples. Finally, due to the lower sensitivity in curcuma samples, no second
transition, needed for IPD calculations, was observed and consequently the
recovery calculations could not be performed. All the difficulties regarding
OTA calculations were related to the low levels and lower sensitivity (partly

due to the high suppression) of this compound.
Trueness and precision

Regarding the three-day recovery study, the trueness (recovery) and precision
are shown in Tables 2 and 3 and Tables S-3 to S-5 for maize, nutmeg,
compound feed, straw and curcuma respectively. Recovery and precision are

assessed according to 519/2014[30] The recovery requirements in this
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regulation vary for the different mycotoxins and concentrations (for the
fortification levels in this work: 50-120% for aflatoxin B1, 60-130% for
T2/HT2-toxins, 60-120% for fumonisins, 70-120% for deoxynivalenol and
Zearalenone, and 70-110% for ochratoxin A). For precision the repeatability
(RSD;) requirement from 519/2014 were used, even though the data were
generated under within-lab reproducibility conditions. The RSD, requirements
vary for the different mycotoxins and range from 20-30%. For the standard
addition method, recoveries and RSD, met the requirements in all cases with
the following exceptions: ochratoxin A in maize (Table 2), deoxynivalenol,
Aflatoxin B1, and zearalenone in straw (Table S4). Quantification methods
based on a single-level standard addition can provide appropriate results
except when the addition level is too close to the level present in the sample.
Here that was the case for level L1 resulting in a small response difference with
L0O. Minor variations in response of in either LO or L1 will lead to wide
variations in the analysis result. This explains the high RSD values and the
recoveries outside the EU 519/2014 acceptance criteria. As long as the
addition is 3 or 4.5 times the level in the sample, similar results were obtained

as compared to multi-level standard addition.
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Considering that only two injections instead of four for each quantitation were
needed for the single-addition method, this approach considerably reduced the
total analysis time and could be the best option when no isotopically labelled

internal standard is available.

Quantification using the calibration curve with the internal standard method
also provided accurate results together with proper precision values. When
available, quantification using IL-IS has been demonstrated as a proper

alternative to correct matrix effect.

The results obtained using single point calibration (OPIC and IPD), with several
recovery values outside the requirements, were worse than expected, although
precision was comparable with those based on a calibration curve. One
explanation for the observed bias might be deviations in the true

concentrations of labelled mycotoxins.

OPIC and IPD should, at first, show some advantages. Standard (labelled
compounds) are added to the sample and relative signal (OPIC) or isotopomer
abundances (IPD) are directly measured in matrix. Thus, the matrix effect
should be corrected as in the standard addition method and in external
calibration using the isotope labels to normalize the response. On the other
hand no calibration curve is used and quantitation can be performed by only
one injection per sample, making it a fast method [18-20]However, incorrect
high recoveries were obtained for fumonisins, ochratoxin A and T2-toxin in
some of the matrices studied, especially for OPIC method as can be seen in
maize (Table 2), nutmeg (Table 3), compound feed (Table S3) and straw (Table
S4). In any case, with the exception of FB; in maize, FB; and FB;3 in nutmeg and
the three studied mycotoxins in straw, recoveries (and precision) calculated by
IPD and OPIC are comparable to the calibration curve methods but with a
considerable reduction of the total analysis time.
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The comparison of the different calibration approaches shows that there are
various ways to achieve acceptable results. It should be noted that some of the
recovery and precision data were affected by the subtraction of the
endogenous amount of mycotoxins in samples (see Supplemental Information
Table S-2), as no blank samples were available, and to the fact that the
additions (standard additions or internal standard) were performed to the
final extract rather than to the sample itself. Thus, the sample treatment
process effect on precision was not corrected. However, post-extraction
addition is a less expensive method, since lower quantities can be added,

especially for the expensive labelled mycotoxins.

4. CONCLUSIONS

An exhaustive study on the extent of matrix effects and applicability of four
mathematical methodologies for their correction in LC-ESI-MS/MS mycotoxins
analysis in challenging matrices has been reported. The correction of the
matrix effect by monitoring the signal of a continuously added substance was
studied but without satisfactory results. The assumption that the matrix effect
for a monitored compound can be extrapolated to other analytes if it occurs at
the same retention time is not applicable for the mycotoxins and matrices in
the present study. Otherwise, this approach permitted a qualitative evaluation

of the signal suppression and enhancement phenomena at each retention time.

The evaluation of absolute matrix effects exhibited by the electrospray source
in the LC-MS/MS system showed that the signal was particularly supressed in
spice samples. Generally, DON and AFB: were the analytes affected by the

highest suppression.

The majority of recovery and RSD values were between 70-120% and below
20%, respectively, for the standard addition method (both for multiple or

single addition at adequate concentration levels) and when using a calibration
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curve with an isotopically labelled internal standard. Thus, those
methodologies all compensate sufficiently for the matrix effect, and trueness
and precision meet the EU 519/2014 acceptance criteria. When suitable
internal standards are not available, single-level standard addition methods

can be the choice as it reduces considerably the total analysis time.

This study has also demonstrated that single-point calibration approaches
(OPIC and IPD) provide similar results, in terms of recovery and precision, to
the values obtained with the whole calibration curve. Nevertheless, recoveries
for single-point calculations with isotope labelled internal standards

occasionally led to unacceptable high recoveries.

Further verification of the trueness of the concentration of the labelled
mycotoxin solutions is needed to resolve this given that those methods are the
fastest (only one injection per sample is needed) and can correctly compensate

the matrix effect.
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SUPPLEMENTAL INFORMATION

Table S - 1. Name, selected reaction monitoring (SRM) transition and formula for

precursor for the natural and isotopically labelled mycotoxin.

SRM transition

Name Natural U-Labelled! Precursorion Production
Deoxynivalenol
297.0 > 249.1 312.0>263.1 [CisH,006 +HT* [Ci4H,60, +H]*
(ESI+)
Aflatoxin B, (ESI+) 313.1>285.1 330.1>301.1 [Ci;H,04 +H]* [Ci¢H1,05 +H]*
HT-2 Toxin(ESI+) 442.2>263.1 464.2>278.1 [C,,H3,04+NH,]* [CisH,;,05+NH, ]*
Fumonisin
722.2>334.2 756.2 >356.2 [C54Hse NO5+H]* [C,,H3oNO+H]*
B, (ESI+)
T-2 Toxin (ESI+) 484.2>185.1 508.2>198.1 [C,4H3,09+NH,]* [Ci3Hy +NH,]*
Fumonisin B,
(ESI+) 706.2 >336.2 740.2 >358.2 [C5,HgoNO,,+H]* [C,,H,NO+H]*
+
Fumonisin B,
(ESI+) 706.2 > 336.2 740.2 >358.2 [C54H5oNO,,+H] * [C,,H, NO+H]*
+
Ochratoxin A
(ESIH) 404.2>239.1 424.2>250.1 [C,oH gCl NOg+H]* [C,1HgCIO,+H]*
+
Zearalenone (ESI+) 319.3>283 337.3>301 [C,gH,,05 +H]* [CigHyg O5+H]*
Zearalenone (ESI-) 317.1>175.1 335.1>185.1 [CigH,,0:] [CioH1505]

1J-labelled stands for uniformly 13C-labelled mycotoxins

Table S -2. Concentration obtained in positive samples by single-level standard

addition.

Maize Compound feed Straw Nutmeg Curcuma
Compound
(mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg)
Deoxynivalenol 0.15+0.04 0.17+0.06 1.05+0.15 n.d. n.d.
Aflatoxin B, n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
HT-2 toxin 0.022+0.010 n.d. n.d. n.d. n.d.
Fumonisin B, 0.67+0.17 0.15+0.03 n.d. n.d. n.d.
T-2 toxin 0.013+0.005 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Fumonisin B 0.046+0.016 n.d. n.d. n.d. n.d.
Fumonisin B, 0.13+0.03 0.056+0.009 n.d. n.d. n.d.
Ochratoxin A n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Zearalenone n.d. n.d. n.d. n.d. 0.11+0.03

aThe uncertainty of the values corresponds to 1s standard deviation. n.d.=non detected
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Figure S - 1. Matrix effect profile for (A) soy by-products, (B) ginger and (C) paprika.
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Capitulo 5

Conclusiones

De la presente tesis doctoral se puede extraer a modo de conclusién general
que las ventajas del analisis por dilucién isotépica elemental se pueden
extrapolar al andlisis de compuestos organicos, incluyendo la metodologia de
calculo basada en la deconvolucién de perfiles isotopicos. Para llegar a tal
conclusién, la aplicacién de esta metologia ha sido llevada a cabo en diferentes
tipos de matrices y analizadores, haciendo uso en todos los casos del potencial

del acoplamiento entre la cromatografia liquida y la espectrometria de masas.

A pesar de que las conclusiones han sido presentadas de forma detallada en
cada uno de los capitulos incluidos en este trabajo, a continuacién se van a

recopilar las conclusiones especificas mas destacables:

1. La aplicacién de dos ciclos consecutivos de extraccidén a baja y a alta
temperatura para llevar a cabo la extraccion mediante microondas
focalizadas ha permitido la extracciéon cuantitativa del cromo
hexavalente en muestras sélidas. Ademas, la adicién de complejantes
en medio basico ha facilitado la extracciéon de la especie trivalente de
cromo en forma de Cr(III)-EDTA.

2. Se ha demostrado que en las condiciones de extraccion estudiadas para
las especies de cromo, la especie Cr(IlI) estd estabilizada. Este hecho
permite el uso de un solo trazador isotépico de Cr(VI), pudiéndose
simplificar de forma notable la complejidad y el coste del analisis. En
consecuencia, la metodologia desarrollada puede ser aplicada en
analisis de rutina, manteniendo los mismos niveles de exactitud y
precision que utilizando dos trazadores.

3. Lametodologia desarrollada para la determinacion de Cr(VI) en s6lidos
ha sido validada satisfactoriamente por LC-ICP-MS mediante el analisis
de cuatro materiales de referencia certificados: SRM 2701 y SRM 2700
(suelo contaminado a alto y bajo nivel de concentracién), CRM071

(arcilla arenosa) y BCR-545 (polvo contenido en un filtro). También se
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han realizado los correspondientes analisis para estudiar las
interconversiones entre Cr(IIl) y Cr(VI) en ambos sentidos en distintas
condiciones de extraccidn, para los tres ultimos materiales.

La aplicacidn de la cuantificacion mediante dilucién isotdpica y calculos
por IPD se ha trasladado al analisis organico, para asi evitar las curvas
de calibrado y obtener resultados de alta calidad metrolégica. Teniendo
en cuenta que la obtencién de las abundancias tedricas necesarias para
los calculos no es directa en el uso de triples cuadrupolos, se ha
recurrido a programas que facilitaban esta tarea (Isopatrn).

El uso de compuestos marcados isotdpicamente con un solo 13C, para
evitar cualquier posible efecto isotdpico, se ha evaluado para el caso de
dos alquilfenoles en distintas muestras de agua. Dado que estos
compuestos no estan disponibles de forma comercial, se llevé a cabo su
sintesis y caracterizacion.

La aplicacion de los compuestos marcados con un solo 13C como
patrones internos en la determinacion por UHPLC-ESI-MS/MS ha
proporcionado resultados con alta calidad (en cuanto a exactitud y
precision) y alta sensibilidad, pues se han alcanzando los niveles
regulados tanto para octilfenol como para nonilfenol. Sin embargo, se
ha demostrado que otros patrones internos tradicionalmente usados,
como el n-nonilfenol, no son adecuados para su uso en aguas
residuales.

La etapa de preconcentraciéon de disruptores endocrinos en aguas,
tanto por técnicas convencionales (extraccién en fase s6lida) como por
otras de mas reciente implantacién (microextraccién en fase liquida
utilizando fibras huecas) ha sido clave para alcanzar la sensibilidad
necesaria y poder detectar estos analitos, asi como del bisfenola A, a
niveles de sub-ppb. Por otra parte, HF-LPME ha demostrado ser mucho
mas eficiente en cuanto a coste y tiempo que SPE, aunque la falta de
material para el analisis de rutina adn dificulta su aplicacién, asi como

su complicada manipulacidn.
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La evaluacion del efecto matriz en el caso del analisis de micotoxinas en
alimentos ha sido estudiado de forma clasica (fortificacion de los
extractos tras la extraccion y comparacion de los extractos no
fortificados) y mediante la monitorizacion de un compuesto
introducido de forma constante a lo largo de todo el cromatograma. Se
ha observado que la segunda aproximaciéon no permite la correccién
del efecto matriz para los compuestos de interés, aunque ha
proporcionado una visidn cualitativa de la extension del efecto matriz a
cada tiempo de retencion. En general, las micotoxinas deoxinivalenol y
aflatoxina B1 han sido las mas afectadas por la supresion de senal.

La comparacion de cinco metodologias de calibrado para compensar el
efecto matriz en el andlisis de micotoxinas en matrices de alta
complejidad (especias y piensos) ha mostrado que cuando los analogos
enriquecidos isot6picamente no estan disponibles, la aplicacién de
adiciones estandar a un solo nivel ofrece los resultados con la mayor
eficiencia (en relacion al coste de materiales y al tiempo de ejecucion).
El estudio realizado con micotoxinas también ha demostrado que las
recuperaciones obtenidas mediante diluciéon isotépica en un solo punto
(IPD) ofrece resultados de la misma calidad (en términos de exactitud y
precision) que el uso de una curva de calibrado completa. No obstante,
en algunos casos se han obtenidos recuperaciones anormalmente altas,

hecho que deberia de ser estudiado en trabajos futuros.
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Sugerencias para trabajos futuros

En esta tesis se ha constatado el potencial de la espectrometria de masas de
dilucion isotdpica desarrollada mediante deconvolucion de perfiles isotdpicos
en la obtencién rapida de resultados fiables. Como cabe esperar, la
optimizacién de cada método concreto ha puesto de manifiesto la necesidad de
abordar nuevos problemas. Este hecho se traduce en una serie de futuros
trabajos que no han podido ser llevados a cabo por falta de tiempo y/o
material, o por no entrar dentro del alcance de la investigaciéon en curso. A
continuacion se presentan, resumidos, algunos de los posibles temas de

investigacién que se han sugerido:

- Estudiar la viabilidad de realizar extracciones de Cr(VI) en muestras
sélidas medioambientales utilizando un sistema de microondas
convencional en vez del sistema de microndas focalizadas, para facilitar
el acceso al método desarrollado.

- Realizar un estudio sobre el isomero de nonifenol mas habitual en
aguas residuales asi como evaluar su efecto disruptor endocrino. De
esta forma se podria optar por un andlogo marcado isotépicamente
probablemente mas representativo que el elegido en esta tesis.

- Desarrollar métodos de andlisis de alquilfenoles en lodos de
depuradora ya que tras la depuracion de las aguas suelen acumularse
en ellos.

- Adaptar, en el campo de la alimentacién, los métodos desarrollados
para alquilfenoles a estudios de migracién en envases alimentarios
fabricados en plastico.

- Investigar los problemas observados -relacionados con las
recuperaciones demasiado elevadas- durante la cuantificacién de

fumonisinas en alimentos y piensos mediante I[PD y OPIC.
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Conclusions

As a result of the research performed in this Doctoral Thesis, the overall
conclusion is that the advantages related to isotope dilution mass
spectrometry combined with isotope pattern deconvolution in elemental
analysis can be extrapolated to the field of organic analytical chemistry.
In order to reach such a conclusion, this methodology has been applied to
different sample matrices and mass analyzers, taking profit of the advantages

of coupling liquid chromatography to mass spectrometry.

Despite the fact that these conclusions are described in detail in their
corresponding chapter of this document, the specific conclusions are

included as follows:

1. The implementation of focused microwave extraction with two steps
and at two different temperatures have permitted to quantitatively
extract all the chemical forms of Cr(VI) occurring in solid samples. In
addition, the use of complexing agents in basic extracting solutions
have both facilitated the extraction of the Cr(IlI) forms by complex
formation of Cr(III)-EDTA

2. It has been demonstrated that in the selected extraction conditions,
Cr(II) species are stabilized. As a consequence single spike IDMS
procedure using isotopically enriched Cr(VI) can be applied, reducing
both analysis cost and complexity of equations. These improvements
allow implementing the developed procedure to routine laboratories
with the same degree of confidence that with double spike IDMS.

3. The optimized methodology for the fast and accurate determination of
Cr(VI) in solid samples has been validated by LC-ICP-MS in the
following certified reference materials: SRM 2700 and SRM
2701(Hexavalent chromium in contaminated soil, low level and high
level, respectively), CRM041 (sandy clay) and BCR-454 (welding dust

loaded on a filter). Furthermore, interconversions between both
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chromium species at different extraction conditions have been
evaluated for SRM 2701, candidate SRM 2700, and CRM-041.

The application of isotope dilution mass spectrometry and IPD
calculations has been extrapolated to the analysis or organic
compounds, in order to avoid methodological calibration graphs. Due
to the fact that theoretical isotopic abundances cannot directly
calculated for tandem mass spectrometry, and are necessary for IPD
calculations, the software “Isopatrn” have been employed.

The use of isotopically labeled compounds with a single 13C atom have
been evaluated for the determination of two alkylphenols in water
samples, in order to avoid any possible isotopic effects. Given the fact
that these compounds were not commercially available, they were in-
house synthesized and completely characterized.

The evaluation of singly labeled 13C compounds as internal standards
by UHPLC-ESI-MS/MS has provided highly reliable results in terms of
accuracy and precision. In addition, it has been possible to validate the
proposed procedures at the maximum concentration levels established
for alkylphenols in environmental water samples. Alternatively, a
classical internal standard, n-nonylphenol, have been compared to IPD
quantifications in wastewaters but without success.

A preconcentration step is necessary for the determination of the
selected endocrine compounds (octylphenol, nonylphenol and
bisphenol A) in order to reach the required sensitivity at sub-ppb
levels. To do so, both conventional (solid phase extraction, SPE) and
non-conventional (hollow fiber liquid phase microextraction, HF-
LPME) extraction techniques have been studied. It has been observed
that HF-LPME provides faster and cheaper extractions, but its
implementation in routine laboratories is still complicated due to its

complex manipulation as well as lack of routine material.
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The extent of matrix effect in the mycotoxins analysis in LC-MS/MS
based determinations have been evaluated by classical post-extraction
addition and by monitoring the signal of a compound introduced
continuously during all the chromatographic run. It has been concluded
that the second approach was not able to quantitatively correct for
matrix effect in the studied conditions. However, it provides an
interesting vision of the qualitative matrix effect at each retention time.
In general, deoxinivalenol and aflatoxin B1 have been the mycotoxins
more affected by matrix effect, more specifically ion suppression

The comparison of five different calibration approaches to compensate
for matrix effects in complex matrices (feed and spices) has shown that
when no isotopically labeled internal standards are available, single-
level standard addition is the most efficient approach.

The study focused on mycotoxins analyses has also demonstrated that
the results obtained by single-point isotope dilution mass spectrometry
(one point isotopic internal calibration (OPIC) and isotope pattern
deconvolution (IPD)) provides quantifications with the same analytical
quality (accuracy and precision) as the calibration procedures.
Nevertheless, in some cases, mostly in fumonisins, unacceptable high

recoveries have been obtained.
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Suggestions for future works

In this Doctoral Thesis the potential of isotope dilution mass spectrometry
combined with isotope pattern deconvolution calculations has been proved as
a way to obtain fast and reliable quantifications. As it can be expected, the
optimization of each methodology has discovered new analytical challenges.
This fact resulted in a list of uncovered research due to lack of time and/or
material, or for falling out of the scope of this document. The list of proposed

future works is proposed below:

- Test the feasibility of Cr(VI) extractions in solid samples with
conventional microwave systems in order to decrease the cost per
sample analysis.

- Study the whole family of nonylphenol isomers and discover the most
usual in wastewaters. When selected, the proper evaluation of its
endocrine disrupting capacities will be carried out.

- Taking into account the accumulation of endocrine disrupting
compounds in sewage sludge, simpler and faster analytical
methodologies based on IPD must be developed.

- Carry out migration studies in packaging material for studied
endocrine disrupting compounds taking profit of IPD methodology.

- Investigate the observed problems during the quantification of
fumonisins in food and feed by IPD and OPIC.
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