


M

Universitat Jaume I

Departament de Química Física i Analítica

Instituto Universitario de Plaguicidas y Aguas

DESARROLLO DE METODOLOGÍA ANALÍTICA PARA LA

DETERMINACIÓN DE CONTAMINANTES BASADA EN EL

CÁLCULO POR DECONVOLUCIÓN DE PERFILES ISOTÓPICOS

Tesis Doctoral

NEUS FABREGAT CABELLO

2015





Castellón,
Certifican: que la Tesis Doctoral “Desarrollo de metodología analítica para ladeterminación de contaminantes basada en el cálculo por deconvolución deperfiles isotópicos” ha sido desarrollada bajo su dirección, en el InstitutoUniversitario de Plaguicidas y Aguas, Departamento de Química Física yAnalítica de la Universitat Jaume I de Castellón, por Neus Fabregat Cabello.

Lo que certificamos para los efectos oportunos en Castellón de la Plana, a 30de marzo de 2015.

Fdo. Dr. Antoni Francesc Roig i Navarro Fdo. Dr. Juan Vicente Sancho Llopis

Sancho Llopis, Catedrático de Química Analítica de la Universitat Jaume I deEl Dr. Antoni Francesc Roig i Navarro, Profesor Titular, y el Dr. Juan Vicente





Este trabajo se ha realizado mediante la concesión una ayuda parainvestigadores en formación dentro del programa VALi+d por parte de la
Conselleria d’Educació, Cultura i Esport de la Generalitat Valenciana, desde e l16 de abril de 2012.
Neus Fabregat Cabello ha sido beneficiaria de una beca concedida por la
Conselleria d’Educació, Cultura i Esport de la Generalitat Valenciana, para larealización de una estancia en el instituto de seguridad alimentaria RIKILT,centro de investigación que forma parte de la Universidad de Wageningen(Países Bajos), desde el 1 de septiembre al 31 de diciembre de 2013. El trabajorealizado llevó por título “Comparación de distintas estrategias para combatirel efecto matriz en el análisis de micotoxinas” y se llevó a cabo bajo lasupervisión del Dr. J. G. J. (Hans) Mol. La estancia en este centro deinvestigación permitió a la doctoranda profundizar en distintas metodologíascapaces de compensar el efecto matriz y realizar una correcta cuantificación delas micotoxinas seleccionadas en matrices con alta dificultad analítica,incluyendo piensos y especias.
Los trabajos realizados en la presente memoria han sido en parte financiadospor los proyectos de la Generalitat Valenciana (PROMETEO/2009/054;ISIC/2012/016), Fundación Bancaja-Universitat Jaume I (P1·1B2009-29) yUniversitat Jaume I (P1·1B2013-55).





Esta tesis ha sido realizada, y consecuentemente será defendida, con elpropósito de obtener el título de Doctorado Internacional.
Previamente a la defensa de la Tesis Doctoral, este trabajo ha sido evaluadopor dos censores extranjeros independientes, Dr. Arjen Gerssen (RIKILT,Wageningen UR, Wageningen, Países Bajos) y el Dr. Alexander van Nuijs(Departamento de Ciencias Farmacéuticas, Universidad de Amberes, Bélgica).





A mis padres





Resumen

Resumen

El análisis por dilución isotópica y espectrometría de masas (IDMS) esreconocido como una de las técnicas más potentes para obtener resultadosaltamente fiables y de gran calidad metrológica en el campo de la químicaanalítica. IDMS destaca como la forma de cuantificación más adecuada antedeterminaciones realizadas en matrices de alta complejidad, siendo por elloampliamente utilizado durante el acoplamiento de las técnicas decromatografía a la espectrometría de masas. Además IDMS también permitecorregir variaciones de la señal en el detector así como las interconversiones opérdidas de analito durante todo el tratamiento de muestra. IDMS permite, portanto, corregir problemas que pueden aparecer a lo largo de todo el procesoanalítico.La presente tesis versa sobre el desarrollo de metodología analítica basada enIDMS haciendo uso de la herramienta matemática de Deconvolución de PerfilesIsotópicos (IPD) para la cuantificación de los analitos. A pesar de que este tipode cuantificación evita el uso de curvas de calibrado metodológico y permite elsolapamiento espectral entre compuestos de composición natural yenriquecidos, su aplicación en métodos de rutina todavía se encuentra enpleno desarrollo. La técnica IPD permite la cuantificación mediante una solainyección, reduciendo de forma considerable el tiempo total de análisis.En todas las metodologías desarrolladas a lo largo de esta tesis se ha hecho usodel acoplamiento de la cromatografía líquida a la espectrometría de masas, yasea simple o en tándem. Para ello se han seleccionado distintas combinacionesmatriz-analito en determinaciones con conocida dificultad analítica, tanto denaturaleza inorgánica como orgánica.El trabajo realizado se ha estructurado en tres bloques. En el primero, se hadesarrollado un método para la cuantificación de cromo hexavalente (Cr(VI))en suelos y otras muestras sólidas de índole medioambiental, mediante



cromatografía líquida acoplada a espectrometría de masas con plasma deacoplamiento inductivo (LC-ICP-MS). El segundo bloque se centra en ladeterminación de alquilfenoles (nonilfenol y octilfenol) y del bisfenol A endistintas muestras de agua. Para asegurar la ausencia de efectos isotópicos, odistinto comportamiento entre compuestos naturales y sus análogos marcadosisotópicamente, se han sintetizado sus correspondientes patrones internos conun solo carbono-13: el 13C1-nonilfenol y el 13C1-octilfenol. Para finalizar, en elúltimo bloque se ha evaluado el efecto matriz en las cuantificaciones medianteLC-MS. Se ha utilizado como caso de estudio la determinación de micotoxinasen piensos y especias, matrices con conocido efecto matriz y se han ensayadodiversas formas de calibrado que lo corrigen, entre ellas IPD.Tal y como se ha comentado anteriormente, el primer bloque incluye eldesarrollo de un método para la correcta determinación de Cr(VI) en muestrassólidas medioambientales, principalmente suelos. Para ello se utilizaron dostrazadores isotópicos, el 50Cr(VI) y el 53Cr(III), con el propósito de poderestudiar y corregir las interconversiones entre ambas especies. El grueso de lainvestigación fue la optimización de la etapa de extracción. Se alcanzaronresultados cuantitativos para el Cr(VI) en sólo 10 minutos mediantemicroondas focalizadas, utilizando como extractante una solución 50 mmol/Lde ácido etiliendiaminotetraacétido (EDTA) a pH 10. El tratamiento de muestrafue simplificado respecto a trabajos anteriores ya que una dilución 1:10 de lasolución anterior fue empleada como fase móvil y el Cr(III) fue estabilizado.Además, la formación de Cr(III)-EDTA- permitió separar el Cr(III)cromatográficamente del Cr(VI) (presente como CrO42-) mediantecromatografía de intercambio aniónico. Para garantizar los resultadosobtenidos el estudio fue realizado sobre los materiales de referenciacertificados NIST 2700 y NIST 2701 (suelos contaminados por Cr(VI) a dosniveles de concentración). La metodología propuesta evita la oxidación delCr(III) en los dos materiales de referencia estudiados, no siendo por tantonecesario el uso de dos trazadores y pudiéndose emplear sólo el de Cr(VI) enfuturas aplicaciones del método optimizado.



Resumen

Tras aplicar la metodología de IPD en su contexto habitual, el análisiselemental, a partir del segundo bloque se inicia su aplicación al campo deanálisis de compuestos orgánicos.

En el primer trabajo de este bloque, el isómero sintetizado, el 13C1-4-(3,6-dimetil-3-heptil)fenol (13C1-NP), se utilizó para cuantificar la mezcla técnica denonilfenol en aguas, tras una extracción previa y preconcentración mediantecartuchos de extracción en fase sólida (SPE). La cuantificación basada en IPD ymarcaje isotópico mínimo fue comparada con el uso de un patrón internohabitual en este tipo de análisis, la forma lineal de nonilfenol (n-nonilfenol).Las cuantificaciones realizadas con el patrón interno n-nonilfenol aportaronresultados significativamente superiores a los reales. Sin embargo, los valorespara los ensayos de recuperación por IPD con 13C1-NP estuvieron entre el 83 yel 108% con coeficientes de variación entre el 1.5 y el 9%.

Así, el segundo bloque se enmarca en el campo de los compuestos disruptoresendocrinos a través de su cuantification en aguas mediante IDMS e IPD. Paraello, en un primer momento se llevó a cabo la síntesis, caracterización yaplicación de trazadores enriquecidos isotópicamente con un solo 13C, con elobjetivo de asegurar la ausencia de efectos isotópicos. A tal efecto, el 13C1-nonilfenol fue sintetizado en un primer trabajo y el 13C1-octilfenol en elsegundo trabajo, en el que fueron utilizados conjuntamente. En un tercertrabajo se utilizaron los dos compuestos anteriores junto al 13C12-bisfenol A,para cuantificar a sus análogos de composición isotópica natural. Estos trestrabajos tienen en común el uso de la cromatografía líquida de ultra altaresolución, acoplada a la espectrometría de masas en tándem (UHPLC-MS/MS(QqQ)) para llevar a cabo la cuantificación de los compuestos. Los analitosseleccionados, los alquilfenoles y el bisfenol A, fueron determinados en aguasembotelladas, residuales y superficiales. Cabe destacar las estrictas medidasnecesarias para evitar la contaminación durante el tratamiento de muestra yanálisis, sobre todo en el caso del nonilfenol.



En el último trabajo incluido en este bloque se desarrollaron dos métodos deextracción para la determinación conjunta de bisfenol A (BPA), octilfenol ynonilfenol en aguas de consumo y medioambientales. En este caso, el análogomarcado utilizado fue el 13C12-BPA, adquirido de forma comercial. Por unaparte, se optimizó la extracción por SPE utilizando cartuchos de tipo C18. Porotra, se optimizó la extracción mediante el uso de HF-LPME. Ambasmetodologías fueron comparadas en términos de precisión, coste, facilidad deuso, tiempo y uso de disolventes. Como en trabajos anteriores, los límites decuantificación para los alquilfenoles alcanzados fueron 0,1 µg/L mientras queel caso del bisphenol tuvo que ser elevado a 0,5 µg/L por cuestiones desensibilidad y precisión durante las medidas.

En el segundo trabajo de este bloque se utilizaron ambos trazadores isotópicossintetizados, el 13C1-NP y el 13C1-4-tertoctilfenol (13C1-OP). A diferencia deltrabajo anterior, se apostó por una técnica de extracción más novedosa, lamicroextracción en fase líquida utilizando fibras huecas como soporte de lafase aceptora (HF-LPME). Tras la optimización, la extracción se realizó durante30 minutos, utilizando octanol como fase aceptora de los analitos. Encomparación con otras técnicas como la SPE, la HF-LPME reduce los costes porextracción a unos pocos céntimos por fibra y el volumen de disolventesorgánicos necesario a unos pocos microlitros. Durante su validación, sealcanzaron límites de cuantificación de 0,1 µg/L y recuperaciones entre el 97 yel 109% para ambos compuestos.

El tercer y último bloque aborda el problema del efecto matriz en el análisis demicotoxinas mediante fuente de ionización electrospray en determinacionespor LC-MS/MS.  Para  ello,  se  extiende  la  cuantificación  por  IPD  hasta  9micotoxinas, ya que sus análogos marcados isotópicamente con todos los 12Csustituidos por 13C se encontraban disponibles de forma comercial. El estudiofue llevado a cabo en matrices con alta complejidad, incluyendo especias ypiensos. En una primera aproximación se estudió la corrección del efectomatriz mediante la monitorización continua de un compuesto introducido de
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forma constante junto a la fase móvil, aunque sin obtener resultadossatisfactorios. También se estudió el efecto matriz mediante la fortificación delos extractos tras la etapa de extracción. En una segunda parte del estudio serealizó de forma simultánea la cuantificación mediante 5 aproximacionesdistintas: adiciones estándar con un punto y con calibrado, calibrado utilizandopatrones internos marcados isotópicamente, así como dos formas de calcularcon un solo punto las concentraciones: IPD y el calibrado interno isotópico(OPIC). En general, los valores de recuperaciones fueron adecuados en todaslas aproximaciones excepto en los casos de IPD y OPIC para las fumonisinas yde adiciones estándar con un solo punto si la adición era demasiado próxima ala concentración de la muestra. Se observó que en el caso de que los patronesinternos marcados isotópicamente no estuvieran disponibles, el uso deadiciones estándar a un solo nivel, suficientemente elevado dentro de unrango, ofrecía los mejores resultados.
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Summary

ANALYTICAL METHOD DEVELOPMENT FOR THE DETERMINATION OF

CONTAMINANTS BASED ON ISOTOPE PATTERN DECONVOLUTION

CALCULATIONS

The present Doctoral Thesis is focused on the development of new analyticalmethodologies based on IDMS and Isotope Pattern Deconvolution (IPD)calculations for the accurate quantification of a wide range of analytes. IPDquantification tool allows quantification without resorting to a methodologicalcalibration graph. Besides, IPD is able to overcome mass spectrum overlappingbetween labeled and unlabeled compounds. In other words, IPD permitsquantification by one injection-one result, reducing considerably the totalanalysis time. Despite all this facts, there is still scarce methodology based onIPD for its application in routine laboratories.All methodologies included in this document combine liquid chromatographyseparations with mass spectrometry detection, with single or tandemquadrupole mass analyserzs. To that end, a wide variety of challenging matrix-

Nowadays, Isotope Dilution Mass Spectrometry (IDMS) stands out as one of themost powerful techniques in analytical chemistry for achieving results bothreliable and with the highest metrological quality. When dealing withdeterminations in highly complex matrices, IDMS is the best approach tocorrect for uncontrolled signal modifications during detection. As aconsequence, the use of isotope-labeled standards has been spread out whencoupling liquid chromatography to mass spectrometry. Besides, this techniqueis also able to compensate for analytes losses and allows  the correction forspecies interconversion reactions during all the analytical procedure.



analyte combinations have been studied, including organic and inorganicsubstances.The procedures developed are distributed in three parts. Firstly, a method forthe determination of hexavalent chromium (Cr (VI)) in soils and otherenvironmental solids has been developed. The corresponding quantification ofCr (VI) was carried out by liquid chromatography coupled to inductivelycoupled plasma mass spectrometry (LC-ICP-MS). In the second part,methodology for quantifying endocrine disrupting compounds in watersamples was developed, including alkylphenols (octylphenol and nonylphenol)and bisphenol A. Given the fact that isotope effects between the natural and thelabeled compounds may exist, single-labeled internal standards foralkylphenols were synthesized (13C1-nonylphenol and 13C1-octylphenol). In thelast part, a thorough study of matrix effect in LC-MS based quantifications isincluded. As a case study, the determination of mycotoxins in food and feed hasbeen selected due to their known matrix effect. Also, different calibrationapproaches have been tested, including IPD calculations.As stated before, the first part of this document concerns the accurate and fastdetermination of Cr (VI) in solid samples. In order to correct forinterconversions between chromium species during sample treatment, adouble spike solution was employed with 50Cr (VI) and 53Cr (III). The majorpart of optimization in this work was related to obtain a quantitativeextraction with low interconversion rates by microwave assisted extraction.Optimum conditions were achieved in 10 minutes by means of focusedmicrowave assisted extraction using 50 mmol/L ethylendiamintetraacetic acid(EDTA) at pH 10 as extractant. These conditions simplifies previousprocedures since a ten-fold dilution of the extractant solution is employed alsoas mobile phase and Cr(III) and EDTA also stabilizes Cr(III) forms.Furthermore chromatographic separation of Cr(VI) (as CrO42-) from Cr(III) byanionic exchange was possible thanks to the occurrence of complex Cr(III)-EDTA-. Lastly, the developed methodology was validated and has been shown
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to quantitatively extract all forms of hexavalent chromium from the standardreference materials (SRM) candidate NIST 2700 and NIST 2701 (Hexavalentchromium in contaminated soil, low and high level). Thus, the use of a doublespiking strategy for quantification is no longer required and a single spikeIDMS procedure using isotopically enriched Cr(VI) can be employed in futureapplications.After the application of IPD calculations in elemental speciation, maybe itsmost studied area, in the second and subsequent parts of this document thestudy is orientated to the field of organic analytical chemistry.On the basis of endocrine disrupting compounds analysis, the second part ofthis Doctoral Thesis deals with IDMS and IPD quantifications in water samples.To that end, two singly 13C-labelled alkylphenols were synthesized preparedin-house, characterized and used for quantification purposes. In the firstmethod, 13C1-nonylphenol was used for quantification purposes while both thiscompound and 13C1-octylphenol where used in the second method developed.The second part of this Doctoral Thesis ends with a third method developed forthe analysis of the sought alkylphenols and bisphenol A, by means of 13C12-bisphenol A. All three procedures relied on liquid chromatography and tandemmass spectrometry (LC-MS/MS) with triple quadrupole (QqQ) in bottled water,surface water and were studied in drinking water, surface water andwastewater. It is worth stressing that strict measures were taken to avoid anddecrease contamination during sample treatment, especially in the case ofnonylphenol.In the first method of the second part of this Doctoral Thesis, the labelednonylphenol isomer 13C1-4-(3, 6-dimethyl-3-heptyl) phenol (13C1-NP) was usedfor the determination of 4-nonylphenol (technical mixture) in complexmatrices such as water samples. Given the low levels of NP in water samples, apre-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 asinternal standard. A considerable overestimation was obtained with the linearstandard. On the contrary, recoveries within 83–108% and coefficients ofvariation ranging from 1.5% to 9% were obtained with 13C1-NP and IPDcalculations.The second procedure dealt with the simultaneous determination ofoctylphenol (OP) and nonylphenol (NP). For this purpose, a new isotopicallylabeled compound was synthesized, 13C1-OP, and used together with 13C1-NP.Contrary to the previous developed methodology, a non-conventionalextraction procedure is proposed, hollow fiber liquid phase microextraction(HF-LPME). The best extraction conditions were achieved with octanol asacceptor phase after a 30-min extraction. Compared with traditional extractionprocedures such as SPE, HF-LPME reduces drastically the time and extractioncosts as well as the total solvent consumption. Regarding validation, the lowestvalidated level for both compounds was 0.1 µg/L and recoveries within 97–109% were achieved.To conclude this part, two different methodologies have been developed andvalidated for the determination of bisphenol A (BPA), t-octylphenol (OP) andthe technical mixture of nonylphenol (NP) in water samples. In contrast to thethe other developed methodologies, the isotopically labeled analogue for BPAwas acquired in its commercially available form, 13C12-BPA. Two extractionmethodologies were optimized for the three compounds: SPE using C18 glasscartridges and HF-LPME. Both extraction procedures were compared in termsof accuracy, cost, time, solvent comptumtion and difficulty of manipulation. Inline with previous works, the limits of quantification achieved for alkylphenolswere 0.1 µg/L and 0.5 µg/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 inelectrospray sources in LC-MS systems is addressed during the determinationof mycotoxins. For this purpose, quantification by different methodologies isextended to 9 mycotoxins, since their uniformly [13C]-labelled (U-labelled)analogues were available. The present study was carried out in complexmatrices, including feed and spices. In a first approach the quantitativecorrection of ME was studied by monitoring the signal of a compound (addedto the mobile phase) during the entire chromatographic run, but withoutsuccess. Alternatively, ME was measured by post-extraction addition. Also, fivedifferent calibration approaches to compensate for matrix effects werecompared: multi-level external calibration using isotopically labelled internalstandards, multi-level and single level standard addition, and two ways ofsingle-point internal calibration: one point isotopic internal calibration (OPIC)and isotope pattern deconvolution. It was concluded that if no isotopicallylabeled standards are available, one-level standard additions was the mostefficient option.
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Objetivos y plan de trabajo

1

Objetivos

El principal objetivo de la presente Tesis doctoral ha sido el desarrollo denueva metodología analítica basada en la cuantificación medianteespectrometría de masas de dilución isotópica (IDMS) y en el procedimiento decálculo de deconvolución de perfiles isotópicos (IPD). Para ello, se ha hechouso del acoplamiento entre la cromatografía líquida y la espectrometría demasas tanto atómica como molecular. Este objetivo principal se puededesglosar en los siguientes objetivos específicos:-Determinación de especies de cromo:1. Desarrollar un método para la extracción de Cr(III) y Cr(VI) en muestrassólidas medioambientales empleando como disolución extractora mediobásico y agentes complejantes.2. Puesta a punto de un método de separación y detección de Cr(III) y Cr(VI)por cromatografía líquida de intercambio aniónico y detección medianteICP-MS.3. Validación de la metodología desarrollada mediante el uso de materiales dereferencia certificados y ensayos con diferentes muestrasmedioambientales.4. Cuantificar mediante la técnica de dilución isotópica específica,concretamente con la aproximación matemática de deconvolución deperfiles isotópicos, y comprobar su validez en la corrección de las posiblesinterconversiones que puedan ocurrir.-Determinación de disruptores endocrinos5. Desarrollar nuevos métodos LC-MS/MS basados en IDMS y cálculos IPDpara la determinación de compuestos orgánicos emergentes seleccionadosusando patrones marcados con 13C.6. Sintetizar y caracterizar algunos compuestos orgánicos seleccionadosmarcados con 13C.
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7. Estudiar el problema del efecto matriz para los compuestos seleccionadosen muestras complejas, incluyendo agua residual. Asimismo, estudiar laeficacia en su eliminación mediante el uso de los patrones marcados y lapresencia o no de efecto isotópico.8. Desarrollar y optimizar distintos métodos de extracción para loscompuestos seleccionados en muestras de agua.9. Validar los métodos desarrollados para los analitos seleccionadosmediante ensayos de fortificación de muestras de agua de consumo ymedioambientales (agua residual antes y después de la depuración, aguasde consumo y aguas superficiales).10. Desarrollar métodos de cálculo y cuantificación automatizados basados enhojas de cálculo fácilmente adaptables a las condiciones de trabajo decualquier laboratorio de análisis de rutina.11. Comparar las características analíticas de los nuevos métodosdesarrollados con los métodos de cuantificación tradicionales.-Determinación de micotoxinas12. Adaptar métodos previamente desarrollados para la determinación demicotoxinas en alimentos mediante IDMS convencional y LC-MS/MS a lametodología de cálculo basada en IPD.13. Estudiar la magnitud del efecto matriz asociado a la ionización porelectrospray mediante distintas aproximaciones.14. Comparar distintas estrategias de cuantificación en la determinación demicotoxinas en alimentos y piensos.
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Plan de trabajo

El plan de trabajo seguido para llevar a cabo los objetivos establecidos en lapresente tesis se pueden resumir del siguiente modo:-Determinación de especies de cromo:1. Revisión bibliográfica sobre los métodos de análisis existentes para estoscompuestos mediante la técnica de IC-ICP-MS.2. Desarrollo y optimización de la detección mediante ICP-MS, así como delmétodo de separación por intercambio aniónico. Comprobación del efectosobre la cromatografía de la matriz introducida en diferentes mediosextractores-complejantes.3. Evaluación de distintos extractantes y condiciones óptimas para laextracción de las distintas especies de cromo, basados en disolucionesextractoras básicas y reactivos complejantes.4. Aplicación de la cuantificación mediante IPD y validación de la metodologíacon materiales de referencia.
-Determinación de disruptores endocrinos5. Realización de una consulta bibliográfica para la selección de loscompuestos objeto de estudio en base a algunos de los siguientes criterios:legalmente controlados, emergentes, determinables mediante HPLC-ESI-MS/MS, disponibilidad de patrones marcados isotópicamente, toxicidadpara humanos y/o medio ambiente, uso o presencia conocida de estoscompuestos en el medio ambiente.6. Desarrollo de rutas de síntesis para obtener nuevos compuestos con unsolo 13C. Esta etapa implica obtener rutas de síntesis con el menor númerode etapas posible, así como la síntesis y la caracterización exhaustiva de loscompuestos obtenidos.
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7. Optimización de las condiciones de MS/MS y de la separacióncromatográfica para los compuestos objeto de estudio.8. Desarrollo de las ecuaciones de deconvolución de perfiles isotópicos paraespectrometría de masas en tándem (QqQ) aplicada a los diferentescompuestos.9. Estudio del patrón de fragmentación de los compuestos natural y marcado.10. Comprobación de la extensión del etiquetado isotópico de los compuestosmarcados.11. Puesta a punto de la metodología de extracción de los compuestos enmatrices acuosas.12. Desarrollo y optimización de nueva metodología LC-(ID)MS/MS medianteIPD para la determinación de los compuestos objeto de estudio.13. Validación de los métodos desarrollados y optimizados evaluando laexactitud y precisión mediante ensayos de recuperación a varios niveles deconcentración.
-Determinación de micotoxinas14. Selección de las micotoxinas a estudiar en base a diversos criterios:presencia en las matrices seleccionadas, inclusión en la legislación vigente,disponibilidad de sus análogos enriquecidos isotópicamente con 13C.15. Desarrollo de métodos de cálculo y cuantificación automatizados haciendouso de la metodología de IDMS e IPD para cada compuesto seleccionado.16. Evaluación de la extensión del efecto matriz mediante distintasaproximaciones, tanto cuantitativas como cualitativas.17. Comparación de distintas metodologías de cálculo para la compensacióndel efecto matriz en el análisis de las micotoxinas seleccionadas.
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The main objective of this Doctoral Thesis is to investigate the developmentand validation of new analytical methodologies based on Isotope Dilution MassSpectrometry (IDMS) and Isotope Pattern Deconvolution (IPD), in combinationwith liquid chromatography coupled to mass spectrometry. This mainobjective can be broken down into the following specific objectives.-Determination of chromium species:1. Development of an extraction procedure for the simultaneous extraction ofCr(III) and Cr(VI) in environmental solid samples by means of a basicextractant 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 certifiedreference materials.4. Quantification by means of double spike IDMS using the mathematicalapproach based on Isotope Pattern Deconvolution. The proper correctionof species interconversion must be also checked.-Determination of endocrine disrupting compounds:5. Development of a new analytical methodology for the determination ofselected emerging organic pollutants by UHPLC-MS/MS with triplequadrupole based on IDMS and IPD calculations and 13C-labelled internalstandards.6. Selection, synthesis and characterization of the corresponding minimallabeled 13C-analogues for some selected compounds.7. Evaluation of matrix effects in quantitative LC-MS/MS methods forcomplex waters samples, including wastewater. Study of correction ofmatrix effects with the use of isotope-labeled internal standards andpossible isotopic effects in the sought compounds.

Objectives
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8. Optimization of different extraction procedures for the extraction of theselected compounds in water samples.9. Validation of the developed methods in drinking water, surface water andwastewater from recovery experiments at different concentration levels.10. Development of automatized spreadsheets for the IPD calculations (mostlywith LINEST function of Microsoft Excel) for routine laboratories purposes.11. Comparison of the developed IPD methodologies with other classicalquantification techniques.-Determination of mycotoxins:12. Adaptation of previously developed methodologies for the determinationof mycotoxins in food and feed based on classical IDMS and LC-(ID)MS/MSto IPD.13. Study of different matrix evaluation approaches in order to compensate forand quantify the matrix effect due to electrospray ionization sources.14. Comparison of different quantification strategies for the accuratequantification of mycotoxins in food and feed.
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Working plan

The working plan followed in order to carry out the stated objectives issummarized as follows.-Determination of chromium species:1. Bibliographic revision of the state-of-the art on the existing methodologiesconcerning chromium species by ion chromatography and ICP-MS.2. Development and optimization of ICP-MS parameters andchromatographic conditions. Testing of the effect of sample matrix extractsin chromatography separation with different complexing agents in themedia.3. Evaluation of different extracting conditions and complexing-stabilizingagents in basic conditions.4. Application of the develop IPD methodology and the optimized extractingconditions for the validation with certified reference materials.
-Determination of endocrine disrupting compounds:

6. Development of fast routes of synthesis for singly 13C-labeled analogues.This research concerns the study of routes which requires the minimumnumber of steps and the synthesis and complete characterization ofsynthesized compounds.7. Optimization of the MS/MS conditions for quantification purposes and ofthe chromatographic separation (by UHPLC) for the target compounds.

5. Selection of the endocrine disrupting compounds to be investigatedby 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.
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8. Development of the IPD equations for tandem mass spectrometry (QqQ)and its application for the selected EDC.9. Study of the fragmentation pattern (cluster purity) in both natural andisotopically labeled compounds.10. Calculation of the extent of the 13C1 enrichment in the synthesizedanalogues.11. Optimization and comparison of different extraction techniques in watersamples.12. Development and optimization of new IPD-based quantification in LC-(ID)-MS/MS methodologies for the selected compounds.13. Validation of the developed methodologies in water samples by recoverystudies at different fortication levels.-Determination of mycotoxins:14. Selection of the target mycotoxins based on the following criteria:occurrence in the selected matrices, availability of the isotopically labeledinternal standards and/or legally controlled.15. Development of automatized spreadsheets based on IPD calculations andIDMS for the quantification of the selected mycotoxins.16. Evaluation of the extent of matrix effect by both quantitative andqualitative approaches.17. Comparison of different quantification methodologies in order tocompensate matrix effect in LC-MS/MS mycotoxins analysis in the selectedmatrices.



Capítulo 1Introducción general





Capítulo 1

11

1.1 Introducción

Una de las principales preocupaciones de la sociedad actual es mantener unbuen estado de salud, no interferido ni por contaminantes medioambientalesni alimenticios, así como de ningún otro tipo. Este hecho ha derivado en quecada vez haya una mayor demanda de información sobre cuál es lacomposición del mundo que nos rodea. Por ello cada vez aumenta más lanecesidad de obtener resultados rápidos, precisos y fiables sobre lascantidades de compuestos que puedan afectar de forma negativa a nuestroorganismo. En el campo de la química analítica esto se traduce en el continuodesarrollo de metodologías de análisis que faciliten la complicada tarea decontrolar y gestionar las distintas fuentes de contaminación con las queestamos en contacto.La Organización Mundial de la Salud (WHO, World Health Organization) es laagencia especializada de las Naciones Unidas encargada de gestionar los temasde salud a escala mundial. Nacida el 7 de abril de 1948 en Ginebra (Suiza), sumisión principal radica en ayudar a cualquier persona necesitada de ayudasanitaria. Además parte de su labor también incluye la coordinación y mejorade los temas relacionados con la seguridad alimentaria así como con el controlde la salud pública y el medio ambiente. Estos dos puntos fueron recogidos enel último plan bianual 2012-2013 de presupuesto por programas1 de la WHOde 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*”

*El subrayado no es original, ha sido realizado por el autor de la tesis.
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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 función de este documento, así como en la nueva propuesta paralos años 2014-20152, es establecer toda una serie de objetivos estratégicos quedeben ser aplicados en las políticas de sanidad de todos los países.En la actualidad, una cuarta parte de las enfermedades son producidas porcausas ambientales y se estima que producen hasta 13 millones de muertes alaño. Los principales factores de riesgo que las originan son los agentesquímicos, la radiación, la falta de agua y sanidad, la contaminación atmosféricay el cambio climático. Entre los agentes químicos medioambientales seincluyen, entre otros, a los pesticidas, metales pesados, fármacos, dioxinas,plastificantes, retardantes de llama, etc.Dada su presencia generalizada y potenciales efectos, los grupos decompuestos detallados anteriormente constituyen uno de los campos de mayorinterés de la Química Analítica. Dentro de este marco general, el grueso de lapresente tesis lo constituye el desarrollo de métodos de análisis de caráctermedioambiental para determinados compuestos escogidos. Así, en el campo dela determinación de metales pesados se aborda, en el segundo capítulo, eldesarrollo un método para la correcta cuantificación en suelos de un metaltóxico y carcinogénico: el cromo (VI). Por otra parte, el tercer capítulo englobael análisis de compuestos con capacidad disruptora endocrina (EDC), en otraspalabras, compuestos capaces de mimetizar a las hormonas de nuestroorganismo e interferir en su correcto funcionamiento. Este tercer capítuloincluye el análisis de dos alquilfenoles (nonilfenol (NP) y t-octilfenol (OP)) asícomo de bisfenol A (BPA) en aguas embotelladas y medioambientales.En materia de alimentación, la Organización Mundial de la Salud trabajaconjuntamente con la Organización de las Naciones Unidas para la Agriculturay la Alimentación (FAO) en su afán por reducir las carencias alimenticias deforma global. Dentro de sus acciones existen diversos programas encargados
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de asegurar la inocuidad y calidad de los alimentos. Entre los principalesriesgos alimentarios a los que la sociedad se encuentra expuesta se incluyen lacontaminación microbiológica, los residuos de pesticidas, el abuso de aditivosalimentarios, los contaminantes químicos (incluyendo las toxinas naturales) yla adulteración3. De forma general, los alimentos están expuestos a cualquierade los agentes medioambientales citados anteriormente. Estos agentes secaracterizan porque sus efectos en la salud suelen aparecer a largo plazo por loque es necesario un estricto control de ellos a niveles de concentración muybajos.Uno de los grupos de contaminantes químicos de origen biológico que implicanun mayor riesgo durante la alimentación son las micotoxinas. Estas estánproducidas por diferentes especies de hongos y destacan por ser altamentetóxicas y carcinogénicas. Casi todas las plantas pueden servir como substratospara la proliferación de hongos, pudiendo así ocasionar contaminación en losalimentos tanto de personas como de animales. Este grupo de toxinas serátratado en el cuarto capítulo de esta tesis, donde se incluye un métodomultiresiual 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 Unión Europea, aunquese excluyeron dos tipos de micotoxinas: la aflatoxina M1 y la patulina. Esto sedebe a que la primera sólo aparece en productos lácteos mientras que patulinasólo se ha detectado en derivados de la manzana. Además, tanto la patulinacomo la aflatoxina M1 exigen de tratamientos de muestra distintos al resto delas micotoxinas, por lo que es necesario cuantificarlas de forma independiente.La determinación de los compuestos seleccionados tanto en materiamedioambiental como alimentaria precisa de métodos altamente fiables,precisos, exactos y que permitan cuantificar de forma inequívoca a niveles deconcentración muy bajos, del orden de las ppb. La escasez de métodos rápidos,sencillos y con alta calidad metrólogica para los compuestos seleccionados hasido el principal impulso para el desarrollo de la nueva metodología analítica
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incluida en esta tesis. Para ello se ha aplicado una forma de cuantificación aúnpoco habitual basada en la dilución isotópica: la deconvolución de perfilesisotópicos (IPD, Isotope Pattern Deconvolution). Por otra parte, la separación yconsiguiente cuantificación de los compuestos seleccionados se ha llevado acabo combinando el uso de la cromatografía líquida de alta resolución junto ala detección mediante espectrometría de masas. Finalmente, en algunos casos,se han aplicado métodos de tratamiento de muestra poco convencionales. Ladiferente metodología desarrollada se explica de forma más extensa en lossiguientes apartados.
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1.2 Análisis por Dilución Isotópica

El Análisis por Dilución Isotópica (IDA, Isotope Dilution Analysis) es una técnicabien conocida para la determinación exacta tanto de elementos como deespecies elementales, así como de compuestos orgánicos. Su desarrollocomenzó alrededor de 1950 en el campo de análisis elemental y a partir de1970 se extendió abarcando también el análisis de compuestos orgánicos4.Dado que la medida de la señal de los distintos isótopos se realiza medianteespectrómetros de masas, el IDA suele identificarse como espectrometría demasas de dilución isotópica (IDMS, Isotope Dilution Masss Spectrometry).En un primer momento la IDMS de compuestos inorgánicos se realizó
Thermal Ionization Mass Spectrometry) pero con el paso de los años se instauróel uso de instrumentos con fuente de plasma de acoplamiento inductivo (ICP-MS; Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry). Por su parte, el IDA decompuestos orgánicos se ha realizado con distintos tipos de instrumentosacoplados a espectrómetros de masas simples con cromatografía de gases (GC-MS) y líquida (LC-MS) e incluso con instrumentos que unen la cromatografíacon detectores de masas en tándem (MS/MS).De forma general, la dilución isotópica se caracteriza por permitir la correcciónde la mayoría de los errores sistemáticos, incluyendo extracciones nocuantitativas, separaciones poco eficaces, derivas de señal, etc. Sin embargo, sumayor ventaja radica en su alta calidad metrológica comparada con losmétodos tradicionales de adiciones estándar y el uso de curvas de calibradoexternos e internos5.El IDA está basado en la alteración intencionada de las abundancias isotópicasnaturales de un elemento en una muestra mediante la adición de cantidadesconocidas de este mismo elemento enriquecido en otros isótopos (trazadorenriquecido isotópicamente o spike)6. De esta forma se obtiene un perfil

mediante espectrometría de masas con fuente de ionización térmica (TIMS,
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isotópico mezcla de las abundancias tanto de la muestra como del trazador (otrazadores). La forma convencional de ilustrar el concepto de diluciónisotópica se presenta en la Figura 1.1, donde se observa el proceso de mezclapara un elemento con dos isótopos (a y b) cuyas abundancias naturales(Muestra) y enriquecida (Trazador) son claramente diferentes.Otra forma de ilustrar el concepto de dilución isotópica es la empleada porMeija et al.5. En esta explica que una década antes de que fueran descubiertoslos isótopos, los zoólogos ya empleaban una metodología muy similar paraestimar la población de peces en estanques. El procedimiento era sencillo: seañadía un número conocido de peces marcados (representados en color rojoen la Figura 1.2) y se esperaba a que se mezclaran con la población del lago.Pasadas unas horas, y cogiendo sólo una parte de la población, se podíaestimar fácilmente la población mediante una simple regla de 3. Este cálculoera posible ya que el número de peces marcados añadido era conocido y sóloera necesario conocer la relación entre el número de peces marcados y nomarcados de la captura.

Figura 1.1 Gráfico del principio de la dilución isotópica.
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Figura 1.2 Principio de la “dilución isotópica” aplicado a la biología.En el campo de la química analítica existe, desde finales del siglo XX y hasta laactualidad, una tendencia al alza del uso de metodologías que impliquen ladilución isotópica. Esto se puede observar si se hace uso de los indicadoresbibliométricos de la bases de datos de referencias. Por ejemplo, mediante“SCOPUS” se puede evaluar el impacto de las palabras “dilución isotópica” endistintos apartados incluidos publicaciones de científicas. Así se observa queexisten un total de 2881 publicaciones que incluyen estos términos (en eltítulo, resumen o palabras clave) y que sólo en 2013 se publicaron 553 quecumplieran estas características.
1.2.1 Compuestos marcados isotópicamenteLa primera vez que se utilizaron compuestos enriquecidos isotópicamente enla química analítica fue antes de la primera guerra mundial, cuando GyörgyHevesy and Fritz Paneth utilizaron plomo enriquecido para la determinaciónde la solubilidad del PbS y PbCrO45. Este manuscrito fue la base para concederel premio Nobel de química de 1943 a Hevesy por su trabajo basado en el usode isótopos como trazadores para el estudio de procesos químicos. La principalventaja de su uso en química radica en que siempre y cuando no existanefectos isotópicos, el comportamiento entre el compuesto natural y su análogomarcado isotópicamente será el mismo, pero podrán identificarse a causa de



Introducción general

18

Figura 1.3 Publicaciones sobre dilución isotópica desde el año 1950 y hasta la
actualidad.

su diferencia de masa. Por este motivo son considerados como los mejorespatrones internos ya que, si se añaden desde el inicio, pueden compensar tantobajas recuperaciones como corregir las fluctuaciones en los instrumentos demedida.Existe una gran diversidad de usos de los compuestos marcadosisotópicamente que van desde mecanismos en síntesis orgánica7, pasando porestudios de procesos medioambientales8 hasta estudios farmacocinéticos y demetabolismo9. En el caso que concierne a esta tesis su función principal será lade patrones internos, siendo su denominación más común la de patronesinternos marcados con un isótopo estable (IL-IS, Isotope Labelled Internal
Standard). Los primeros trazadores de isótopos estables empleados fueron
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abundantes. Sin embargo, los más utilizados en la actualidad son los queforman parte de una molécula orgánica, tales como el 2H, 13C, 15N y el 37Cl.Junto a las ventajas descritas anteriormente, existen una serie deinconvenientes asociados al uso de trazadores isotópicos. En concreto, losproblemas ligados al uso de compuestos marcados con deuterio han sidoampliamente descritos en la literatura, ya que estos compuestos son los demenor coste y de mayor disponibilidad. Por ejemplo, si el deuterio seencuentra en una posición lábil de la molécula éste puede intercambiarse conlos hidrógenos del disolvente y así sesgar los resultados del análisis10. Se hanobservado variaciones en los tiempo de retención cromatográfica11,12 e inclusovariaciones durante los tratamientos de muestra13. La solución más sencilla aestos problemas es el uso de IL-IS que tengan parte de los carbonos 12Csustituidos por 13C ya que al formar parte de la estructura de la molécula sonmás estables. Además, la diferencia de masa por cada átomo de deuterioañadido es el doble (pasa de 1 uma a 2) mientras que intercambiando un 12Cpor un 13C sólo aumenta 1/13 uma la masa del átomo. Por ello, para reducirposibles diferencias de comportamiento asociados a la diferencia de masaintroducida, la tendencia actual es utilizar compuestos enriquecidos con 13C. Asu vez, se tiende a dotar de un gran número de carbonos sustituidos por 13C alos patrones internos, para evitar así otros problemas ligados a la no-linealidadde las curvas de calibrado. Por otro lado, aunque aún no ha sido descrito elefecto, en teoría cabe la posibilidad de que un elevado número de 13C impliquela aparición de efecto isotópico de la misma forma que ocurre con loscompuestos deuterados. Para evitar dicha posibilidad una solución es el uso decompuestos marcados isotópicamente en un solo 13C (minimal labelling).Teniendo en cuenta que la disponibilidad de compuestos marcados condiversos 13C aún es baja y que casi no existen compuestos comerciales con unsolo 13C, su uso implica indefectiblemente su síntesis. En conclusión, losprincipales inconvenientes son la baja disponibilidad de los IL-IS y su elevadoprecio en comparación con otros patrones internos clásicos14.
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1.2.2 Espectrometría	de	masas	de	dilución	isotópica	La inmensa mayoría de trabajos publicados que hacen uso de la espectrometría de masas de dilución isotópica para determinar compuestos orgánicos, al contrario que en análisis elemental, suelen emplear curvas de calibrado en las que los compuestos marcados isotópicamente hacen la función de patrones internos6. Para cuantificar a los compuestos de interés analítico en la muestra, la ecuación de la recta se obtiene representando la relación de señales entre ambos frente a la concentración del natural. En éstas, para que no exista contribución del IL-IS en la señal de patrón natural y evitar ecuaciones no-lineales es necesario por lo menos una diferencia de 3 unidades de masa atómica entre ambos15. También existe la posibilidad de realizar cuantificaciones por IDMS sin curva de calibrado. La forma clásica de cálculo, desarrollada para la determinación elemental, implica la medida de la relación isotópica entre el elemento marcado y el natural en la mezcla, mediante la ecuación (1). 
=    (1) 

Como se puede observar, para obtener la concentración de analito en la muestra( ) sólo se necesita conocer la relación entre los isótopos a y b en la mezcla , que puede ser medida fácilmente con un espectrómetro de masas. El resto de variables de la ecuación son conocidas siendo  la concentración de trazador,  la cantidad añadida de éste y  su masa atómica. De la misma forma ocurre con el elemento de composición isotópica natural, siendo el peso de la muestra  y la masa atómica del elemento natural . Finalmente, las abundancias isotópicas del isótopo b en el trazador , del isótopo a en la muestra  y las relaciones isotópicas de estos = /  y = /  son también previamente conocidas. El desarrollo matemático de este cálculo puede ser consultado en otras fuentes16,17. 
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El tercer tipo de cuantificación mediante IDMS también evita la curva decalibrado y se conoce como deconvolución de perfiles isotópicos (IPD, Isotope
Pattern Deconvolution). Esta metodología de cálculo se diferencia de la anterioren que hace uso de abundancias en vez de relaciones isotópicas. Su desarrollomatemático se puede consultar en el siguiente subapartado.El uso de la dilución isotópica, en cualquiera de las tres aproximacionesdescritas, conlleva elevadas precisión y exactitud que convierten a éstas enmetodologías de referencia. En primer lugar, al trabajar con relacionesisotópicas se corrigen las variaciones instrumentales de la señal. Además unavez se ha alcanzado el equilibrio isotópico entre la muestra y el trazador,cualquier pérdida de muestra no va a tener ninguna influencia en el resultadofinal. Estas ventajas hacen que IDA se considere un método primario deanálisis trazable directamente al Sistema Internacional de unidades (posee altacalidad metrológica)6. Finalmente, la aplicación de IDA sólo requiere medir lasrelaciones isotópicas de los elementos y compuestos lo cual se puede realizarcon una elevada exactitud y precisión mediante un espectrómetro de masas.Sin embargo, existen una serie de requisitos que deben cumplirse para obtenerresultados fiables mediante dilución isotópica. El principal de ellos es lanecesidad de que el elemento presente en la muestra y el trazador enriquecidoisotópicamente añadido deben comportarse de una manera idéntica. Es decir,no deben existir efectos isotópicos a lo largo del proceso de tratamiento demuestra y medida instrumental. Por otro lado debe asegurarse que se alcanzael equilibrio isotópico. Esto es especialmente problemático en sistemas condiversas fases, tales como los suelos (que requieren tratamientos de muestramás complejos). Para que la determinación sea correcta el equilibrio isotópicose consigue tras la extracción completa del analito de la matriz, y suhomogeneización con el líquido extractante, pero antes de que ocurra ningunadegradación y/o interconversión del mismo. Por tanto, el comportamiento detrazador y analito debe ser idéntico durante todo el proceso analítico. Por otraparte, debe confirmarse la estabilidad de los patrones marcados utilizados
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(trazadores) caracterizándolos de forma periódica (normalmente por diluciónisotópica inversa) (apartado 1.2.3) y corregir la discriminación de masas (verapartado 1.3.4) en el caso de análisis elemental. Finalmente, la medida de lasintensidades de los isótopos a y b realizada por el espectrómetro de masasdebe estar libre de interferencias espectrales (apartado 1.3.3) y debe hacerseun control exhaustivo de los valores del blanco ya que cualquier tipo decontaminación que afecte a la muestra isotópicamente diluida conducirá avalores erróneos. Se suma a todo lo anterior el inconveniente del elevadoprecio de los trazadores isotópicos, como ya se ha comentado anteriormente.Selección de compuestos marcados isotópicamenteExisten una serie de consideraciones a tener en cuenta cuando se trata deelegir un trazador isotópico ya sea en IDMS atómica o molecular. Entre ellascabe destacar el coste, la estabilidad, la posible presencia de efectos isotópicosy la potencial consecuencia sobre la linealidad de la curva de calibrado.A efectos teóricos, teniendo en cuenta la teoría de propagación de errores6, elmejor trazador para IDMS elemental es aquel con una mínima abundancia delisótopo mayoritario natural y con el máximo enriquecimiento en otro de losisótopos disponibles. En cuanto a la IDMS molecular, todos los trazadoresutilizados (enriquecidos en 2H o 13C principalmente) presentan muy bajaabundancia en el isótopo de mayor abundancia natural (y viceversa) por lo queno es necesario tener en cuenta el factor estadístico.En el caso de la IDMS elemental es requisito indispensable tener en cuentatanto a las interferencias isobáricas como a las poliatómicas. Un ejemplo deinterferencia isobárica aparece en el caso de la cuantificación de Cr mediantedilución isotópica. En ésta no es aconsejable utilizar como trazador el 54Cr yaque suele existir contaminación por hierro en los instrumentos de medida,cuyo segundo isótopo más abundante es el 54Fe. Es cierto que estasinterferencias pueden separarse mediante cromatografía, pero se recomiendautilizar cualquiera de los otros isótopos disponibles para el analito objetivo. En



Capítulo	1	

23 

cuanto a las interferencias poliatómicas, éstas pueden aparecer por combinación de átomos en la fuente ICP para formar un compuesto con la misma relación masa/carga que el isótopo de interés. Están formadas principalmente por combinaciones de elementos de la matriz con OH, oxígeno o argón. Un ejemplo es el 40Ar14N+ que interfiere también con el 54Cr. Como se verá en el apartado 1.3.3 pueden ser reducidas e incluso eliminadas mediante el uso de celdas de colisión. Optimización de la cantidad de trazador añadida a la muestra Uno de los factores que más pueden afectar a la correcta cuantificación mediante dilución isotópica es la cantidad de trazador añadida a la muestra. Es posible demostrar mediante la teoría de propagación de errores18 que esta cantidad puede ser optimizada calculando el intervalo óptimo de la relación muestra/trazador en el que se minimicen los errores estadísticos. Tomando la ecuación (1) y aplicando la teoría de propagación de errores, se puede obtener el factor de magnificación del error f(R) como: 
( ) = ( )( )( )   (2) 

En esta expresión se observa que f(R) depende de Rm, Rt y Rs. Como Rs y Rt son conocidos, los valores de f(R) se pueden representar frente a Rm para obtener el intervalo de Rm en el que la magnificación del error sea mínima.  Teniendo en cuenta este intervalo es posible conocer la cantidad de trazador óptima a añadir a la muestra. En la Figura 1.4 se representa la variación de la función de f(R)	 frente a la relación isotópica 52Cr/50Cr para un trazador isotópico enriquecido en 50Cr al 95,17%. Como se puede observar, la relación isotópica entre ambos presenta un intervalo óptimo de 0,1 a 8 en el cual el error de la concentración será aproximadamente igual al error de la medida de la relación isotópica. Este cálculo puede ser extrapolado a relaciones entre distintos isotopómeros(o combinaciones de distintos isótopos en una misma 
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molécula) para el cálculo en IDMS orgánica. De forma general, los intervalos óptimos siempre se encuentran en el rango de relaciones isotópicas que va de 0,1 a 10. 

 
Figura	1.4	Curva	de	magnificación	del	error	para	un	trazador	isotópico	
enriquecido	en	50Cr.	 
1.2.3 Deconvolución	de	perfiles	isotópicos	Ya se ha comentado que la dilución isotópica es el proceso de modificación de la composición isotópica (el perfil isotópico) de un elemento en una muestra por adición de un trazador con abundancias isotópicas alteradas (enriquecido en un isótopo poco abundante en el perfil natural). La mezcla es, por tanto, un reflejo de la contribución de cada perfil isotópico. La deconvolución de perfiles isotópicos es una herramienta quimiométrica, basada en ajuste por mínimos cuadrados multivariante, capaz de aislar la contribución de cada perfil (el natural y el trazador o trazadores añadidos) al de la mezcla final. El resultado del cálculo es la fracción molar de cada perfil isotópico en la mezcla. A continuación se van a deducir las ecuaciones básicas utilizadas en IPD. Como ejemplo se van a utilizar tres perfiles isotópicos elementales distintos: el perfil isotópico natural y los perfiles isotópicos de dos trazadores enriquecidos 
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isotópicamente, t1 y t2, que se pueden haber añadido a la muestra en diferentes fases del proceso analítico. El procedimiento usado y las ecuaciones obtenidas se pueden aplicar a cualquier análisis (elemental o molecular) que haga uso de elementos o compuestos marcados isotópicamente. El balance de moles global en la mezcla, Nm, es: 
= + +  (3) El balance de moles dado en la ecuación (3) se puede calcular para todos los isótopos del elemento. Así, para cada isótopo i. = + +   (4) La expresión anterior puede ser expresada como una combinación lineal de las abundancias isotópicas y del número de moles. 

· = · + · + ·  (5) Dividiendo la expresión (5) entre el balance de moles total (3), se obtiene la ecuación en función de las fracciones molares, X. 
= · + · + ·   (6) Si el elemento considerado contiene n isótopos estables se pueden establecer n ecuaciones distintas como combinación lineal de las abundancias y de las fracciones molares. En forma matricial, se puede expresar como: 

… = … … … · + …   (7) 
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Donde las abundancias en la mezcla se pueden medir (Am) y las abundancias naturales y de los trazadores (Ati) se pueden medir o conocer. Los perfiles isotópicos naturales (Anat) están tabulados por la IUPAC y los trazadores pueden venir acompañados 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 mínimos cuadrados multivariante. Se incluye en la última columna el vector error (e), que se minimiza en el ajuste siempre que se disponga de más ecuaciones que incógnitas (n>3 en este caso). Para ello, se puede aplicar la función “ESTIMACION.LINEAL” del programa EXCEL	de Microsoft	Office. Finalmente, dado que la cantidad de moles de trazador añadidos son conocidos, se pueden obtener directamente el número de moles en la muestra (Nnat) a partir de la ecuación (8) que se obtiene dividiendo las diferentes fracciones molares.  
=   y  =   (8) 

Aplicado al análisis de elementos, este tipo de cálculo se puede utilizar tanto para la determinación de metal total como en estudios de especiación. En este último caso, siempre que no existan interconversiones entre las distintas especies. Cuando aparezcan interconversiones (generalmente en la etapa de tratamiento de muestra) se necesitarán balances de masa adicionales que podrán ser consultados en el siguiente capítulo, dedicado a la determinación de especies de Cr. En análisis molecular, la principal ventaja que ofrece este cálculo, respecto a las curvas de calibrado en las que los trazadores isotópicos son utilizados a modo de patrón interno, es que no le afecta el solapamiento espectral entre compuestos natural y marcado. IPD permite el uso de compuestos marcados isotópicamente con un bajo número de átomos, aproximación conocida como 
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minimal labelling, no siendo necesaria una diferencia de tres unidades de masaatómica entre ambos. De este modo se minimiza o elimina la posible apariciónde efectos isotópicos.En cualquier caso, puesto que no se necesita realizar una curva de calibradometodológica se reduce considerablemente el tiempo de análisis total. Sólo esnecesaria una única medida de la relación de intensidades (masa/carga) paracuantificar los compuestos de interés la muestra.Existe sin embargo una clara desventaja en IPD respecto al uso de curvas decalibrado: la necesidad de caracterizar por completo el trazador isotópicoempleado durante la cuantificación. Para aplicar correctamente las ecuacionesde IPD es necesario conocer el porcentaje de enriquecimiento de cada isótopoasí como la pureza del compuesto19. Estos datos se incluyen en los certificados(que son la principal causa de su elevado precio). Sin embargo, a menudocontienen datos erróneos, por lo que se recomienda una recaracterización delos trazadores por el propio químico analítico. La forma habitual de comprobarsu concentración real es mediante dilución isotópica inversa. La diluciónisotópica inversa consiste en el uso de patrones de composición natural deconcentración perfectamente conocida para obtener la concentración de untrazador enriquecido isotópicamente. A diferencia de la dilución isotópicatradicional, el trazador enriquecido es el objeto de estudio (no el utilizado paracuantificar) y el patrón natural se utiliza para cuantificar, por lo que recibe elnombre de “inversa”. En el caso de los trazadores moleculares es necesarioestablecer además la pureza espectral para así trabajar con las abundanciascorrectas, como se verá más adelante.
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1.3 Cromatografía líquida acoplada a espectrometría de
masas

En la actualidad, existe un continuo desarrollo de métodos de análisisdedicados a la determinación de un gran número de analitos en matrices dealta 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 debería exigir alta sensibilidad, robustez y bajos tiempos deanálisis. Estas características se pueden conseguir mediante el acoplamientode técnicas de separación de alta resolución a detectores de espectrometría demasas. Este acoplamiento es sencillo cuando se trata de unir la cromatografíade gases a la espectrometría de masas (GC-MS). Sin embargo, cuando el análisisimplica el acoplamiento de la cromatografía líquida a la espectrometría demasas (LC-MS) la unión de ambos no es inmediata. En este caso es necesariauna interfaz que compatibilice las condiciones físicas (presión y temperatura)a las que operan ambos instrumentos.Por otro lado, a pesar de los avances realizados tanto en cromatografía comoen espectrometría de masas, el tratamiento de muestra continúa siendo uno delos pasos más importantes durante el proceso analítico, ya que de esta etapadepende en gran medida la fiabilidad del análisis. De forma general, lostratamientos de muestra ideales deben ser rápidos, precisos, exactos, tenerbajo coste y asegurar la integridad de los compuestos de interés en la muestra.
1.3.1 Tratamiento de muestraEl primer paso para llevar a cabo un análisis fiable es obtener una muestrahomogénea y representativa. Una vez obtenida, y teniendo en cuenta que lamayoría de las muestras no están preparadas para ser introducidasdirectamente en el instrumento de medida, el siguiente paso es realizar elcorrespondiente tratamiento de muestra. La preparación de muestra suele ser
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uno de los pasos del proceso analítico que requieren de un mayor consumo detiempo y dependen de la naturaleza de la muestra y del analito, de la matriz ydel nivel de concentración al que debe ser realizado el análisis. En función deestos, el tratamiento de muestra puede incluir diversas etapas20. En cada unade ellas el proceso global está sometido a posibles pérdidas o contaminacionesde los analitos de interés. Así, el tratamiento de muestra está considerada unafuente muy importante de error en el proceso analítico.Entre los tratamientos más habituales se encuentran las extracciones (quecompatibilizan a los extractos tanto con las condiciones cromatográficas comocon las del detector), las preconcentraciones (que permiten aumentar la señalde los analitos cuando sea necesario) y las derivatizaciones (reacciones paracambiar su forma química). En la presente tesis se ha desarrolladometodología para el análisis de muestras líquidas y sólidas. A continuación seexpone un breve resumen de las tendencias actuales para el tratamiento deeste tipo de muestras.En el caso de que los analitos estén contenidos en muestras líquidas, lostratamientos clásicos utilizados van desde simples filtraciones ocentrifugaciones, pasando por extracciones líquido-líquido (LLE, Liquid-Liquid
Extraction), hasta tratamientos más complejos como la microdiálisis (paso delos analitos de un líquido a otro a través de una membrana) o la liofilización(congelación de muestras para seguidamente eliminar el agua que contienenpor sublimación). De todas las citadas predomina la aplicación de la LLE. Sinembargo, desde su nacimiento en los años 80, la extracción en fase sólida, SPE(Solid Phase Extraction) (ver capítulo 3) se ha consolidado como la forma másutilizada para aislar y concentrar compuestos orgánicos a nivel de trazas enlíquidos mediante un material adsorbente. Esta técnica se ha impuestoprincipalmente por la disminución de disolventes orgánicos necesaria así comosu mayor selectividad en comparación con la LLE clásica. Existe una grancantidad de distintos tipos de sorbentes en SPE en función de lascaracterísticas del analito o analitos, pudiendo incluso ser específicos para un
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compuesto en particular mediante el uso de polímeros de impresión molecular(MIP, Molecularly Imprinted Polymers). Los MIP, también conocidos como“anticuerpos de plástico”, tienen cavidades específicas para un compuesto enconcreto, hecho que los hace altamente selectivos.Comparadas con las matrices líquidas, las matrices sólidas suelencaracterizarse por requerir tratamientos de muestra mucho más complejos.Normalmente se empieza con un pretratamiento basado en una reducción deltamaño de partícula seguido de la transferencia de los analitos a una faselíquida. Las formas clásicas de extraer los compuestos de interés de muestrassólidas son la extracción sólido-liquido convencional (ver capítulo 4) y laSoxhlet, que permite aumentar la eficiencia de la extracción. El principalinconveniente de ambas es el uso de grandes cantidades de disolventes, que amenudo suelen ser tóxicos. Otras formas de extracción incluyen la aplicaciónde ultrasonidos o de microondas.

Finalmente, debe destacarse la incidencia que ha tenido la química verdedurante las últimas décadas en la química analítica en general y en eltratamiento de muestra en particular. Esta concienciación ambiental se haplasmado en el desarrollo de técnicas miniaturizadas con mínimos consumosde disolventes, ligadas a tiempos menores de tratamiento de muestra. Una delas técnicas más utilizadas en la actualidad sigue esta línea, la microextracciónen fase sólida (SPME), así como otras variantes que utilizan agitadoresmangéticos recubiertos de sorbente (SBSE, Stir-Bar Sorbent Extraction) que

Según encuestas recientes21, las tendencias actuales de tratamientos demuestras sólidas están orientadas a la reducción de tiempo y de disolventes. Seha observado un crecimiento significativo de la aplicación de técnicas deextracción acelerada de disolventes (ASE, Accelerated Solvent Extraction), de laextracción con fluidos supercríticos (SFE, Supercritical Fluid Extraction) y de laextracción asistida mediante microondas (MAE, Microwave-assisted extraction)(ver capítulo 2).
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aportan una mayor superficie de contacto. Otras metodologías hacen uso deunos pocos microlítros de disolvente como fase aceptora de los analitos (LPME,
Liquid Phase Microextraction). Variantes de esta metodología incluyen el uso deuna única gota de solvente como aceptor (SDME, Single-drop microextraction)o el uso de membranas capilares de fibra hueca como soporte de la faseaceptora (HF-LPME, Hollow Fiber Liquid Phase microextraction) (ver capítulo3). Publicaciones recientes22 demuestran que cada vez son más y más diversaslas posibles aplicaciones de los tratamientos de muestra miniaturizados.
1.3.2 Cromatografía líquidaEl gran desarrollo de la cromatografía en las últimas décadas está causado engran medida por la introducción de una técnica altamente versátil conocidacomo cromatografía líquida de alta resolución (HPLC, High-Resoltion Liquid
Chromatography)20. La cromatografía líquida consiste en la separación de losdistintos componentes de una mezcla causada por la distinta afinidad de estosentre la fase estacionaria y la fase móvil líquida. Combinada con laespectrometría de masas, constituye una herramienta de análisis muy potenteya que ofrece la posibilidad de resolver problemas que no se puedensolucionar mediante el espectrómetro de masas, tales como las interferenciasisobáricas (o con la misma relación masa/carga m/z que el analito) o elevadascargas de matriz. De esta forma es posible evitar desde cuantificacioneserróneas hasta la pérdida completa de la señal del compuesto.La forma más utilizada para clasificar a los distintos tipos de cromatografíalíquida tiene en cuenta el tipo de interacción entre el analito y la faseestacionaria23. De esta forma la clasificación general se divide en fase normal,fase inversa, intercambio iónico y exclusión.La mayoría de las separaciones cromatográficas pueden ser optimizadasmediante el paso de condiciones isocráticas (o introducción de una fase móvil
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de composición constante) al uso de gradientes. Éste segundo se basa en lacombinación de diversos disolventes a los cuales se les varía su proporción enfunción del tiempo. En los trabajos incluidos en esta tesis se utilizaron lacromatografía de fase inversa y la de intercambio iónico, por lo que estasmodalidades van a ser descritas de forma más extensa a continuación.Cromatografía líquida de fase inversaLa cromatografía por fase inversa (RPLC, Reversed Phase Liquid
Chromatography) se lleva a cabo con columnas en las que la fase estacionariaes menos polar que la fase móvil. Se estima que más del 65% de lasaplicaciones de HPLC se llevan a cabo mediante fase inversa. Los principalesmotivos son su simplicidad, versatilidad y el amplio ámbito de aplicación de losmétodos por fase inversa20.Los tipos de empaquetamientos de columna más utilizados incluyen a losligandos octadecil silano (ODS o C18), octil (C8), fenilo y al cianopropilo, que seencuentran químicamente ligados a partículas de sílice microporosas. Noobstante, no todos los grupos silanol reaccionan con ligandos, hecho que puedeempeorar la separación cromatográfica. Para evitar este problema, los gruposde silanol libres se hacen reaccionar con una cadena alquílica corta,normalmente de tipo –CH3, proceso conocido como end-capped.Los disolventes más comunes en RPLC son el metanol, el acetonitrilo y eltetrahidrofurano que se utilizan en gradientes binarios, ternarios ocuaternarios con agua. Estos disolventes suelen incluir como modificadorespequeñas concentraciones de distintos tampones, del orden de milimolar(mM), principalmente de acetato o de formiato amónico a diferentes pH. Deesta forma es posible conseguir mejores formas de pico así como mejorar laseñal en el detector de masas.Las características de la cromatografía líquida, principalmente para RPLC, sevieron altamente incrementadas cuando en el año 2004 la compañía Waters©
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lanzó las columnas de UHPLC (Ultra-high Performance Liquid
Chromatography). Este nuevo tipo de columnas se caracteriza por empleartamaños de partícula inferiores a 2-µm, que aunque generan presiones detrabajo elevadas (del orden de los 15000 psi o 1000 bar) disminuyen de formaconsiderable el tiempo de separación. Esto también permite aumentar laeficiencia de las separaciones, obteniendo picos cromatográficos másestrechos. Además, se ahorra hasta el 80% de la cantidad de fase móvilnecesaria para realizar la separación a pesar de que el flujo utilizado esgeneralmente mayor. A modo de ejemplo, una separación típica de 30 minutosen HPLC puede ser realizada en unos 4 minutos mediante UHPLC.Cromatografía de intercambio iónicoLa cromatografía de intercambio iónico (IC, Ion-exchange chromatography)tiene aplicación tanto en el ámbito orgánico como inorgánico, siempre que loscompuestos a separar se encuentren cargados positiva o negativamente. Puedeser aplicada en cationes o aniones mono, di o trivalentes, en aminas, ácidosgrasos, etc.Los empaquetamientos de las columnas están compuestos por un lechoformado por polímeros orgánicos, normalmente de resina formada porpoliestireno con divinilbenceno entrecruzado. Este entrecruzamiento aportauna mayor resistencia a las fases estacionarias, pudiendo trabajar hasta apresiones de 4000 psi.Las columnas de intercambio catiónico tienen grupos funcionalizadosnegativos adheridos a la resina, tales como –SO3- o –COO-. De forma análoga, lascolumnas cuyos polímeros contienen grupos positivos, por ejemplo amonioscuaternarios, son capaces de intercambiar aniones por lo que se denominan deintercambio aniónico.La separación por IC no es tan sencilla como parece ya que ocurren de formasimultánea reacciones competitivas entre todas las especies cargadas en
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disolución. Esto incluye a los ácidos y bases conjugadas de todos loscompuestos de la muestra, a los grupos funcionales de la fase estacionaria asícomo cualquier tampón contenido en la fase móvil. Es por tanto crucialcontrolar el pH de las fase móviles para poder controlar la forma en que seránretenidos los analitos y la fuerza de elución de la fase móvil. A modo deejemplo, la fuerza eluotrópica de una fase móvil que contenga “carbonatos”dependerá por completo de la forma en que estos se encuentren, ya que supoder de elución será mucho menor con una carga (HCO3-) que con dos (CO32-).
1.3.3 Espectrometría de masasLos espectrómetros de masas constituyen una herramienta analítica muypotente capaz de cuantificar compuestos conocidos con elevadas precisión,exactitud y sensibilidad, de identificar compuestos desconocidos de unamuestra e incluso de proporcionar información que permita elucidar suestructura molecular. Su funcionamiento está basado en diferenciar a losátomos, moléculas o fragmentos de éstas en función de su relación masa-carga(m/z).Las partes básicas de un espectrómetro de masas son el sistema deintroducción de muestra, la fuente de iones unida mediante una interfase alanalizador de masas y el detector. Tras su generación en la fuente, los iones enfase gaseosa son separados en función de su m/z en el analizador de masaspara, finalmente, llegar al detector que generará una respuesta proporcional ala abundancia de cada m/z. Existen diversos tipos de analizadores de masascon características analíticas diferentes, incluyendo tiempo de vuelo (time-of-
flight), sector magnético (magnetic sector), cuadrupolo (quadrupole), trampasde iones (ion-trap) y ciclotrón (ion cyclotron resonance) entre otros.De entre todos los analizadores disponibles, el analizador de masas de tipocuadrupolo es probablemente el más utilizado debido a su diseño compacto,



Capítulo 1

35

precio no muy elevado, tiempos de barrido bajos, versatilidad y fácil manejo20.Tal y como indica su nombre, el filtro de masas cuadrupolar está formado porcuatro barras de sección cilíndrica o hiperbólica conductoras dispuestas deforma paralela unas de otras. Los pares de barras enfrentadas se encuentranunidas dos a dos mediante voltajes de corriente continua (DC) a la cual sesuperpone otro de radiofrecuencia (RF). Los voltajes aplicados entre los paresde barras unidas tienen distinta polaridad y la radiofrecuencia aplicada seencuentra desfasada 180° entre cada par de barras. Ajustando ambos voltajesde DC y de RF es posible obtener trayectorias estables resonantes para losiones de distintas relaciones m/z. De esta forma sólo aquellos iones que poseandicha relación m/z describirán la trayectoria adecuada para llegar al detector.Las principales restricciones de este analizador son su baja resolución (1 uma)y baja sensibilidad cuando se trabaja en modo de barrido de iones, por lo quela forma usual de trabajo está basado en la monitorización selectiva de iones(SIM, Selected Ion Monitoring).Los analizadores de masas empleados en esta tesis han sido el analizador deiones cuadrupolar o cuadrupolo simple (Q) para la cuantificación de metalesmediante IC-ICP-MS y el analizador de masas en triple cuadrupolo o en tándem(QqQ o MS/MS) para cuantificar compuestos orgánicos mediante LC-ESI-MS/MS. Por ello, a continuación, se describe brevemente su modo de operacióny una serie de consideraciones a tener en cuenta para poder aplicarcorrectamente la dilución isotópica, puesto que este tipo de cuantificación es laque, mayoritariamente, se ha usado en esta tesis.Cuadrupolo (Q) en ICP-MSEl analizador de tipo cuadrupolar simple ha sido ampliamente utilizado encompuestos orgánicos, tanto acoplado a cromatografía líquida como de gases.No obstante, esta sección se va a centrar en la configuración empleada en lapresente investigación: el ICP-MS.
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El filtro de masas cuadrupolar es el analizador más utilizado en ICP-MS hasta eldía de hoy y desde su aparición en 1980. En los ICP-MS actuales el analizadorcuadrupolar está precedido por una celda de colisión/reacción cuya función esminimizar la presencia de interferencias poliatómicas.La realización de medidas exactas y precisas utilizando un ICP-MS no es unproceso inherente a la determinación analítica. En primer lugar, tal y como yase ha comentado en este y anteriores apartados, deben eliminarse lasinterferencias espectrales (isobáricas o poliatómicas). Las isobáricas (porejemplo 87Rb en la medida de 87Sr) son difíciles de eliminar. En general se suelerecurrir a correcciones matemáticas, a su separación cromatográfica o aajustes lineales múltiples. También pueden usarse instrumentos de altaresolución y la mencionada celda en modo reacción, que desplaza el isótopo deinterés en el eje de masas por formación controlada de un compuesto con elgas de reacción.Las interferencias poliatómicas pueden eliminarse, en función de sunaturaleza, de cualquiera de las formas descritas para las isobáricas. Cabecomentar que la separación cromatográfica no es útil de manera universal,puesto que en ICP-MS, las interferencias poliatómicas se formanprincipalmente por combinación con los gases que entran junto con el Ar. Noobstante, la forma más habitual de trabajo implica reducirlas al máximomediante el uso de celdas de colisión/reacción aplicando un flujo de gas (helioo hidrógeno principalmente). El funcionamiento de estas celdas está basado enuna reducción de los iones poliatómicos que llegan al detector originada por sucolisión con los átomos de He o su reacción con H2. Esta colisión es másprobable en los iones poliatómicos a causa de su mayor tamaño encomparación con los átomos individuales. No obstante, esta colisión tambiénafecta al analito por lo que es necesario establecer un compromiso entre ladisminución de señal de ambos.
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Por otra parte, también es necesario tener en cuenta la discriminación demasas mediante el uso de expresiones matemáticas que proporcionen medidasde relaciones isotópicas corregidas. El efecto de discriminación de masas sedescribe en el apartado 1.3.4 que aborda la interfase en el ICP-MS y unadescripción detallada del proceso de corrección se explica en el capítulo 2dedicado a la determinación de especies de Cr.El último efecto a tener en cuenta es el tiempo muerto del detector, o dicho enotras palabras, el tiempo necesario por la electrónica del detector para pasarde medir un ion a medir el siguiente. Se estima que la imprecisión asociada a lamedida de relaciones isotópicas en un cuadrupolo, como desviación estándarrelativa, RSD (%), se encuentra entre 0,1-0,5. En la instrumentación utilizada,el Agilent 7500c, el tiempo muerto se corrige de forma automática y vienefijado de fábrica.Analizador de masas en tándem en LC-ESI-MS/MSLos instrumentos de espectrometría en masas en tándem combinan dosanalizadores separados mediante una celda de colisión. Las celdas de colisiónpueden ser un cuadrupolo, un hexapolo o un octapolo dependiendo delfabricante. La función principal de la celda de colisión es la producción defragmentos ionizados a partir del ion precursor seleccionado en el primercuadrupolo. Paralelamente, se consigue mejorar la relación señal-ruido y seeliminan las interferencias espectrales que se solapan con el ion precursorsiempre que no produzcan fragmentos con la misma m/z que los ionesproducto.Cuando se trabaja en modo MS/MS se puede realizar un barrido de los ionesproducto obtenidos al fragmentar una determinada m/z (en el segundocuadrupolo), un barrido de los iones precursores (en el primer cuadrupolo),búsqueda de pérdidas neutras, o monitorizar una transición seleccionada(SRM, Selected Reaction Monitoring). En esta tesis la cuantificación de loscompuestos orgánicos se ha llevado a cabo en todos los casos mediante
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espectrometría de masas en tándem utilizando un triple cuadrupolo (QqQ) enmodo SRM. En esta nomenclatura, la q minúscula hace referencia a la celda decolisión donde las moléculas son fragmentadas.La determinación mediante SRM empieza con la selección de un ion precursor,con una determinada m/z, en el primer cuadrupolo. Seguidamente este ionseleccionado pasa a la celda de colisión donde se induce su disociación en unoo diversos iones producto. Para ello los “iones moleculares” son acelerados porun potencial eléctrico que aumenta la energía de colisión hasta valoresadecuados y en la cámara colisionan con el gas de colisión (en este caso argón).Los iones producto cargados pasan al segundo analizador en el cual seseleccionan una o diversas m/z objetivo para cada analito.Comparada con la IDMS elemental, la IDMS orgánica con resolución unidadpresenta un matiz añadido: ya no se adquieren relaciones masa-carga deisótopos de elementos si no de isotopómeros. Los isotopómeros son cada unade las distintas combinaciones de isótopos en una molécula que dan unamisma masa molecular relativa. Por ejemplo, la fórmula molecular delisotopómero más abundante en el caso del fenol es C6H6O (M=94 uma). Paraesta masa solo existe un isotopómero, pues todos los átomos están presentesen la forma del isótopo más ligero que, por otro lado, coincide con el másabundante de cada elemento. Sin embargo, para la masa M+1 existen trescombinaciones, tres isotopómeros, que serían adquiridos simultáneamente enel cuadrupolo: 13C1C5H6O, C62H1H5O y C6H617O1. Estas tres combinacionespodrían ser diferenciadas mediante analizadores de alta resolución pero nomediante cuadrupolos con resolución unidad. De forma análoga, losfragmentos seleccionados en el segundo cuadrupolo también soncombinaciones de distintos isotopómeros. Estos hechos hacen que la aplicaciónde la dilución isotópica en su modalidad de cálculo mediante IPD orgánica seamás compleja.
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Por otra parte, también es necesario estudiar las contribuciones de espectroscontiguos parcialmente solapados (M-1, M+1, M+2, etc.) mediante el cálculo delas abundancias isotópicas teóricas. Este proceso se conoce como estudio de lapureza espectral. En QqQ estas contribuciones afectan a las medidas delsegundo cuadrupolo y se asocian a las posibles ganancias y/o pérdidasparciales de hidrógeno originadas en la celda de colisión. Como ya se hacomentado anteriormente, no es necesario estudiar este fenómeno en el casode utilizar a los trazadores isotópicos como patrones internos.Finalmente, de la misma forma que ocurre en ICP-MS, también es necesarioeliminar las interferencias espectrales isobáricas, que aún aparecen a pesar dela elevada selectividad del MS/MS. Las formas más comunes de enfrentarse aeste problema es mediante la separación cromatográfica de la interferencia,cambiando el tratamiento de muestra para eliminarla o utilizando otra SRM.Las consideraciones a tener en cuenta para llevar a cabo análisis por diluciónisotópica con analizadores de triple cuadrupolo son las siguientes6:
- Existe la posibilidad de que se den efectos isotópicos en el porcentajede fragmentación en compuestos deuterados
- La distorsión del perfil isotópico puede evitarse mediante la “apertura”del primer cuadrupolo para permitir la entrada de toda la distribuciónisotópica de los iones precursores. Esta distorsión consiste en lamedida incorrecta del perfil isotópico del ion producto experimental,en comparación con el teórico calculado, si no se adquieren todos losiones precursores que contribuyen al ion producto seleccionadoCabe destacar que esta última consideración puede ser solucionada medianteprogramas de cálculo matemático capaces de predecir las abundanciasisotópicas medidas en el segundo cuadrupolo tales como Isopatrn24, que tenganen cuenta la selección de todos los isotopómeros en el primer cuadrupolo.
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1.3.4 Acoplamientos LC-MSEl acoplamiento entre la cromatografía líquida y la espectrometría de masas(LC-MS) ofrece una de las técnicas analíticas más potentes de la actualidad. Sinembargo, el acoplamiento entre ambas técnicas ha sido mucho más complicadoque su análogo GC-MS dado que la LC y la MS son, en un principio, técnicasincompatibles. Hasta el desarrollo de instrumentación adecuada a principiosde los años 90, fueron muchos los problemas derivados de este acoplamiento,por lo que incluso llegó a etiquetarse por Arpino25 como un “amor imposible”.Como se puede apreciar en la Figura 1.5, este autor representó a las moléculasde analito como un pez nadando en la fase móvil de la LC y a los ionesmoleculares en fase gaseosa del MS como un loro volando libremente.El potencial inherente del acoplamiento “on-line” de la LC con MS fue la fuerzaque promovió su desarrollo ya que permite la determinación de compuestosorgánicos que hasta el momento no se podían analizar mediante GC por no servolátiles o térmicamente estables. De forma similar, el análisis elementaltambién se enfrentó con este problema ya que fue necesaria una fuente deionización que eliminara la fase móvil y que a su vez fuera capaz de atomizar e

Figura 1.5 Representación de Arpino25 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 condécadas de experiencia y que el acoplamiento de un sistema LC a un ICP-MS esdirecto y relativamente sencillo. La salida de la columna se acopla al sistema denebulización que conforma la introducción de muestra en el ICP-MS. Sinembargo, existe un problema adicional cuando se pretende llevar a cabomedidas de relaciones isotópicas: la diferente transmisibilidad de isótopos demasa diferente. Este problema se describe con mayor detenimiento en lasiguiente subsección.Acoplamiento LC-ICP-MSLa fuente de plasma de acoplamiento inductivo o ICP (Inductively Coupled
Plasma) unida a la espectrometría de masas es la técnica más ampliamenteutilizada para la medida de las relaciones isotópicas. ICP-MS se caracteriza porllevar a cabo estas medidas con gran precisión y exactitud. Permite además ladeterminación de la mayoría de metales y no metales a concentraciones a nivelde trazas. El primer acoplamiento ICP-MS fue descrito por Houk et al.26 en elaño 1980 y cambió por completo la forma de percibir el análisis elemental.Este tipo de acoplamiento ha sido el utilizado en el primer artículo incluido enesta tesis. Una de las principales características de esta fuente es que trabaja atemperaturas muy elevadas y, prácticamente, atomiza e ioniza toda la muestra(analitos y matriz). Así, esta fuente minimiza (cuando no elimina) problemasderivados del “Efecto Matriz” que sí que aparecen en otros tipos de fuentescomo el electrospray, como se verá más adelante.El proceso de ionización mediante ICP implica diversas etapas. En primerlugar, la muestra en forma líquida se transforma en un fino aerosol en elnebulizador. El sistema de nebulización facilita el acoplamiento entre LC e ICP-MS pues existen nebulizadores disponibles que operan a los diversos flujoscromatográficos que podemos encontrar. A continuación un flujo de argónportador conduce el aerosol hasta la parte central de la antorcha de plasmadonde se alcanzan temperaturas de hasta 8000K. Es en este punto cuando el



Introducción general

42

aerosol que contiene la muestra se desolvata y los compuestos son sometidos alos procesos de vaporización, atomización e ionización. Finalmente los átomosya ionizados son conducidos hasta el espectrómetro de masas mediante lainterfase de extracción.El paso de los iones desde el plasma (que se encuentra a presión atmosférica yalta temperatura) hasta el analizador de masas (que está a presiones del ordende 10-8 bar y a temperatura ambiente) no es inmediato. Por ello el diseño de lainterfase de extracción fue el proceso más crítico durante el desarrollocomercial del ICP-MS. Tras la ionización los iones son extraídos desde unprimer cono de níquel refrigerado por agua (o “sampler”) a través de unorificio de 1 mm de diámetro forzados por una bomba de vacío rotatoria. Asípasan a una zona intermedia, antes de llegar a un segundo cono denominado
una expansión adiabática que disminuye la temperatura del haz de iones. Traspasar el orificio del “Skimmer” los iones se encuentran a una presión de cercade 10-4mbar gracias a una bomba turbomolecular.Para poder realizar medidas isotópicas correctas debe tenerse en cuenta laforma de trabajo y el diseño de la interfase de extracción ya que la transmisiónde dos isótopos de un mismo elemento no es la misma. Se han descrito dosprocesos dependientes de la interfase: el efecto “espacio-carga” y el efecto“orificio”6 (Figura 1.6).El efecto “espacio-carga” consiste en la repulsión mutua que sufren los ionesdel haz al abandonar el cono separador (“skimmer”). Por tanto, el número deiones que son trasmitidos por la óptica iónica disminuye debido a que los ionesmás ligeros son desviados en un mayor grado mientras que los más pesadospermanecen en el centro del haz iónico.El efecto “orificio” también produce enriquecimiento en los iones más pesados.En la región situada en la interfase de extracción, se produce un chorrosupersónico de iones, átomos y moléculas que se expande en función de su

“Skimmer”, en el que la presión es aproximadamente de 1mbar. Esto origina
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energía cinética. Los iones más ligeros, con menor energía cinética, seexpanden en mayor proporción que los pesados por lo que serán eliminadospreferentemente por el sistema de vacío.En ambos casos aumenta la llegada de isótopos de mayor masa al analizador demasas, ya que su trayectoria es más recta, en detrimento de los más ligeros.Este efecto físico se conoce como la discriminación de masas y origina unadesviación de las relaciones isotópicas medidas, por lo que debe sercorregido17.Acoplamiento LC-ESI-MSLas mejoras aportadas en el análisis de moléculas orgánicas mediante laionización  por  electrospray  (ESI, Electrospray Ionization),  sobre  todo  en  el

Figura 1.6 Interfase de extracción del ICP-MS, donde se observan las etapas que
originan problemas de discriminación de masas.
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campo del análisis de proteínas, fueron tan importantes que le valieron a JohnBennett Fenn el premio Nobel en química del 2002. En esencia, en ESI lasmoléculas de interés contenidas en un líquido pasan a través de un tubo fino alque se aplica un alto voltaje electroestático, del orden de 3-4 kilovoltios. Acontinuación el líquido sale formando un fino aerosol de gotas cargadas a lasque se les aplica un flujo de nitrógeno a contracorriente para evaporarlas. Amedida que disminuye el tamaño de las gotas la repulsión colúmbica entrecargas dentro de las gotas aumenta hasta el punto en que estas son expulsadasen fase gas desde la superficie y se obtienen iones cargados libres que sonconducidos hasta el detector de masas.Como ocurre en el ICP, la fuente de iones se encuentra a presión atmosféricamientras que el detector de masas se encuentra en condiciones de alto vacío.Por ello también se emplea un sistema de vacío diferencial. Así, es posible quetambién se dé el efecto de la discriminación de masas, aunque éste es un temaque todavía no ha sido descrito6.A diferencia del ICP la fuente electrospray es una técnica de ionización suaveque permite medir la molécula protonada (en la forma de M+H+) odesprotonada (M-H-) sólo cambiando la polaridad del voltaje. La elección delmodo positivo o negativo en el ESI dependerá de las características físico-químicas del analito seleccionado. Esta técnica ha sido empleada a lo largo de
La forma de ionización suave del electrospray presenta, por una parte, la granventaja de proporcionar información molecular y, por otra, un grave problema,su talón de aquiles27: el efecto matriz.El efecto matriz consiste en una alteración de la eficiencia de ionizacióncausada por la co-elución de otros compuestos junto a los analitos.Teóricamente puede afectar en los dos sentidos, pudiendo producir tanto unaexaltación como una disminución de la señal de los analitos. Sin embargo, en lagran mayoría de las situaciones está asociado a una supresión de la señal que

los artículos 2, 3, 4 y 5 como podrá consultarse más adelante.
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puede desembocar en la pérdida total de la misma. Diversos autores handemostrado que el efecto matriz es más acentuado en las fuentes que utilizanelectrospray comparadas con cualquiera de las otras fuentes de ionizaciónutilizadas en compuestos moleculares28,29. La supresión de la señal en la fuenteESI puede ser debida a diferentes mecanismos. Entre ellos, la competición porel exceso de carga en la superficie de la microgotas del aerosol o lamodificación de la viscosidad y tensión superficial que dificultan la llegada delos analitos a la superficie de la gota y su posterior evaporación30.Ante este problema, existen diversas soluciones para reducir el efecto matriz.La más sencilla es diluir el extracto de muestra para así reducir la cantidad dematriz que llega de forma simultánea a la fuente, pero la señal del propioanalito también se verá reducida31. También se puede disminuir mediante laseparación cromatográfica de los componentes de la matriz que lo producen, laextracción selectiva de los compuestos de interés o bien mediante untratamiento de muestra más exhaustivo. El principal inconveniente de todasellas es que aumenta de forma considerable el tiempo de desarrollo de losmétodos30,32,33.Otras estrategias empleadas para compensar el efecto matriz están basadas enel uso de distintos tipos de calibrados, entre los que se incluyen la realizaciónde curvas de calibrado preparadas en matriz, las adiciones estándar y el uso detrazadores enriquecidos isotópicamente. Un estudio exhaustivo de todas estasaproximaciones será tratado en el cuarto capítulo de esta tesis.
1.3.5 Validación de métodosProporcionar información analítica fiable es, sin duda, el propósito de laquímica analítica. La validación de la metodología analítica previamente a suaplicación es la etapa imprescindible para asegurar la fiabilidad de losresultados que ésta pueda proporcionar. Existen multitud de criterios que
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deben cumplirse para la validación de métodos desarrollados en químicaanalítica. Normalmente, para seleccionar la normativa vigente para lavalidación de métodos se debe tener en cuenta el tipo de analitos, la matriz, elterritorio de aplicación de la metodología e incluso la concentración en lamuestra.La validación típica en las determinaciones elementales implica la aplicaciónde la metodología analítica desarrollada al análisis de materiales de referenciacertificados (CRM, Certified Reference Material). En el análisis de compuestosorgánicos también se aplica este criterio pero dada la alta variabilidad tanto decompuestos como de matrices resulta prácticamente imposible encontrarlos.Por ello, la forma más usual de validar métodos de análisis de compuestosorgánicos es mediante la adición de una cantidad conocida de analitos a unamuestra idealmente blanca, o en otras palabras, que no contenga a los analitosde interés. Esta metodología de trabajo se conoce como estudios defortificación.Los estudios de fortificación suelen incluir la comprobación del intervalo delinealidad de la curva de calibrado, la repetibilidad (en el mismo día) y lareproducibilidad (en días distintos) de los resultados, la exactitud a través deestudios de recuperación de la cantidad de analito añadida (los tres tipos deensayo llevados a cabo a varios niveles de concentración) y el establecimientodel límite de cuantificación que se puede alcanzar. En oposición a los criteriostípicos de validación IPD no requiere de estudios de linealidad ya que noprecisa de curvas de calibrado. Aunque sí resulta necesario establecer lacantidad de trazador a añadir.La confirmación de compuestos orgánicos está basada en la señal relativa queofrecen dos de sus SRM cuando su patrón está preparado en disolvente.Siempre que no haya una legislación específica para los analitos estudiados, lavalidación general de métodos de anális por laboratorios de referencia estásupeditada a la Decisión 2002/657/EC de la Comisión Europea34, en la que se
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establecen las tolerancias máximas entre dos transiciones SRM del analitocuantificado en función de su intensidad relativa. Otro criterio queda recogidoen la actual guía SANCO/12571/201335 que, a diferencia de la anterior,establece como límite una tolerancia máxima del 30% para todas lasintensidades relativas.Una forma de confirmación de compuestos orgánicos en IPD fue la aplicada porCastillo et al.36 en la cual hizo uso de correcciones matemáticas paracompensar la aportación del trazador isotópico a la transición de confirmación.Sin embargo, la mayoría de trabajos de IPD no incluyen esta forma deconfirmación puesto que se utilizan diversas transiciones en la metodología de
Tabla 1.1 Tolerancias máximas aceptadas para las intensidades relativas
mediante LC-MS/MS de acuerdo a la Decisión 2002/657/EC de la Comisión
Europea34.

Intensidad Relativa (% del pico base) Tolerancia aceptada por LC-MS/MS

> 50 % ± 20 %> 20 % al 50 % ± 25 %> 10 % al20 % ± 30 %≤ 10 % ± 50 %

cuantificación37

nfabrega
Texto tecleado
.
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2.1 Introducción

El cromo, con símbolo atómico Cr, es un elemento de características metálicasque fue descubierto en 1797 por el químico francés Nicolas-Louis Vauquelin.Ocupa el puesto veintiuno en el orden de elementos más abundantes en lacorteza terrestre, encontrándose a un nivel de 102 mg/Kg. En la naturaleza noexiste como cromo elemental y la forma más común de obtenerlo es a partirdel mineral cromita (FeCr2O4). Su presencia en pequeñas proporciones aportael color verde a la esmeralda y el rojo al rubí. Por ello, este elemento debe sunombre a la pronunciada variedad de colores que genera, derivando de lapalabra griega chrōmos, cuyo significado es color. Con un número atómico de24 y un peso atómico promedio de 51.996, presenta un total de cuatro isótoposestables (50Cr, 52Cr, 53Cr y 54Cr). Existen además cuatro posibles estados deoxidación para el cromo que van desde el +2 al +6, siendo los más comunes enel medio ambiente el Cr(III) y Cr(VI)1.Por una parte, el cromo trivalente (Cr(III)) es considerado un elemento trazaesencial para los organismos vivos y es necesario para el metabolismo degrasas y carbohidratos, así como en el metabolismo de la glucosa. La falta deingesta de cromo trivalente provoca el aumento del nivel de azúcar en sangre,de los niveles de triglicéridos y del colesterol, aumentando por tanto el riesgode sufrir diabetes y afecciones cardiacas2. En cambio se sabe que loscompuestos de cromo hexavalente (Cr(VI)) son agentes tóxicos ycarcinogénicos para una gran variedad de organismos. Las especies de Cr(VI)se absorben a través de los pulmones, el tracto digestivo, las membranasmucosas y la piel. Estas características tan dispares se deben a que la toxicidad,
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movilidad y biodisponibilidad del cromo depende en gran medida de su formaquímica. La mayoría de los compuestos de Cr(VI) son muy solubles, móviles ybiodisponibles en comparación con las especies de Cr(III). Dado que laspropiedades físico-químicas de cada una de estas especies son tan dispares, esimprescindible cuantificarlas de forma individual. En química analítica lacaracterización y determinación de las especies de un elemento en unamuestra se conoce como análisis de especiación. En la determinación demetales, este tipo de cuantificación es de vital importancia ya que el impacto deun elemento sólo puede ser dilucidado cuando todas las formas químicas en lasque pueda encontrarse son identificadas y determinadas individualmente.Las características propias del cromo hacen que sea ampliamente utilizado enla elaboración de aleaciones, compuestos químicos 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 procesosquímicos industriales, incluyendo tintes para pieles, pigmentos, catalizadores ycromados. En la actualidad, su elevada demanda a nivel mundial encabezadapor la potencia emergente China, ha derivado en un continuo aumento de laproducción desde principios de los años noventa. Este hecho queda recogidoen la última encuesta del Servicio Geológico de los Estados Unidos (USGS,
United States Geological Survey) según la cual la producción mundial en 2013alcanzó las 2.6·107 toneladas3. Aproximadamente la mitad de la producciónmundial de cromita se extrae de Sudáfrica, aunque también se obtiene engrandes cantidades en Kazajistán e India, y en menor escala en Estados Unidosy Europa. En concreto, destaca el caso de Estados Unidos donde el cromo esuno de los metales más críticos e importantes estratégicamente en el ámbitoeconómico. Por ejemplo, en 2013 este país utilizó alrededor del 6% de laproducción mundial de cromita para la producción de compuestos químicos yde cromo metálico, pero sobre todo para la producción de acero inoxidable.La gran utilización del cromo a escala mundial ha provocado que éste se hayaconvertido en un serio contaminante del aire, del suelo y del agua. Volviendo al



Capítulo 2

59

caso de Estados Unidos, su producción masiva ha originado que cientos delugares de este país estén expuestos a contaminación por Cr (VI). Por ello, laEPA (Environmental Protection Agency), la organización encargada de laprotección del medio ambiente en EEUU estableció, en el año 1991 comomedida de seguridad, un nivel máximo de cromo total en aguas potables de 0.1mg/L. Dicho límite incluía la suma de todas las especies de Cr(III) y Cr(VI). Noobstante, esta medida no es suficiente ya que una concentración de 0.1 mg/Ldel oligoelemento Cr(III) no implicaría un riesgo para la salud pero sí lo sería elmismo nivel de Cr(VI). A pesar de las características carcinogénicas del cromohexavalente, no fue hasta abril de 2014 cuando se estableció, por vez primeraen EEUU, una regulación específica para este compuesto en aguas potables enel estado de California, reduciéndose el nivel máximo permitido a sólo 0.01mg/L4. En el caso de la normativa vigente en España, los niveles máximosrecomendados son aún más restrictivos, estableciéndose un máximo de 0.005mg/L para el Cr(VI) en aguas superficiales5.Aunque la legislación vigente gira en torno a los niveles de cromo disuelto enaguas, la principal fuente de contaminación se encuentra en los sueloscercanos a vertidos industriales. El cromo contenido en estos vertidos pasa,mediante lixiviación al suelo, pudiendo finalmente alcanzar las aguassubterráneas. Por este motivo, es necesaria la monitorización de los niveles decromo en suelos para así poder controlar el problema desde la raíz. De acuerdocon la legislación vigente de la EPA, el límite permisible de cromo hexavalenteen suelos debe ser obtenido mediante el Procedimiento de Lixiviación paraCaracterizar la Toxicidad6 (TCLP, Toxicity Characteristic Leaching Procedure),que simula las condiciones de lixiviación de contaminantes que ocurriría en unvertedero. De forma breve, este análisis consiste en una extracción con unasolución tamponada de ácido acético en una proporción 1:20 con la muestra,durante 18 horas. En el caso del cromo la concentración obtenida medianteTCLP debe ser inferior a 5 µg/L para cumplir con la legislaciónnorteamericana. Sin embargo, tal y como señalan Unceta et al.7, todavía no
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existe una legislación que establezca unos límites concretos para laconcentración de cromo en muestras sólidas.
Metodologías de análisisLa determinación de las cantidades relativas de Cr(VI) y Cr(III) presentesinicialmente en una muestra resulta un proceso sumamente complicado.Debido a procesos de oxidación-reducción, las dos formas de cromo puedeninterconvertirse durante el tratamiento de muestra. Como ya se ha comentado,dado que las características del Cr(III) y del Cr(VI) son tan dispares, no essuficiente especificar la concentración total de cromo que se encuentra en lamuestra, sino que deben conocerse sus concentraciones de forma individual.En una muestra líquida o extracto las interconversiones entre estas dosespecies 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 yreductores en la matriz de la muestra. En disolución, el Cr(III) es estable avalores de Eh y pH bajos. En cambio, a valores elevados de Eh y pH estáfavorecida la especie de Cr(VI) mientras que el Cr(III) precipita comohidróxido. Por otra parte, es necesario tener en cuenta durante el análisis elenvejecimiento de los hidróxidos de Cr(III), ya que los hidróxidosrecientemente formados tienen mayor tendencia a oxidarse pudiendo originarresultados incorrectos8. Además las interconversiones entre ambas especiesson muy frecuentes también durante las etapas de almacenamiento y/odurante el proceso de medida.
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Figura 2.1 Diagrama de estabilidad Eh-pH para el cromo. Adaptado de Ball y
colaboradores8.

Cuando nos enfrentamos al  análisis  de muestras  sólidas  la  determinación de las distintas  especies  es  todavía  más  compleja.  Suelen  encontrarse  tanto agentes reductores  del  Cr(VI)  como  oxidantes  de  Cr(III), que  se  extraen junto a estasespecies de cromo. Así estos pueden interactuar en la fase líquidacon el cromo extraído, originando interconversiones incontroladas en los 
en  suelos  y sedimentos se  encuentran  un  gran  número  de  especies  que contienen Fe(II), sulfitos,  ácidos húmicos y diversos compuestos orgánicos,  y entre los oxidantesde Cr(III) peróxido de hidrógeno, oxígeno disuelto y óxidos de manganeso9. La correcta especiación en muestras sólidas se va a tratar en  el  primer  artículo incluido en  esta  tesis,  el  artículo  científico  1,  como  se podrá ver más adelante.

procesos de tratamiento de muestra. Entre los reductores  más comunes 
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El tratamiento de muestras sólidas habitual para la determinación de cromoexige una extracción previa que solubilice todas sus formas presentes en lamuestra. También existen otras técnicas recientes, como por ejemplo laablación láser acoplada a la espectrometría de masas de resonancia de ionciclotrón con Transformada de Fourier (LA-FTICRMS), que permite el análisisdirecto en muestras sólidas evitando la etapa de extracción. Mediante esteanálisis la especiación es posible ya que los clústeres de iones son distintos enfunción de la especie de cromo, lo que permite una diferenciación entre óxidosde cromo trivalente y hexavalente. Sin embargo, en la actualidad, el ámbito deaplicación de esta estrategia queda reducido a muestras puras o en mezclassimples de las distintas especies y aún resulta complicada su cuantificación7. Elprocedimiento de extracción de las formas de Cr(VI) más utilizado es elmétodo EPA 3060A. Consiste en una digestión en medio básico (0,28 mol/LNa2CO3 + 0,5 mol/L NaOH) a 90-95ºC durante 60 minutos. En el extracto lasformas características de las distintas especies son habitualmente el hidróxidode cromo (Cr(OH)4-) para el cromo trivalente y el anión cromato (CrO42-) parael hexavalente. En teoría, este método es capaz de extraer todas las formas deCr(VI) ya sean solubles, adsorbidas o precipitadas, además de minimizar lainterconversión entre especies.Tras la extracción de las formas de cromo, la forma clásica de determinar lacantidad total de éste en los extractos líquidos es mediante espectrometría demasas con fuente de plasma de acoplamiento inductivo (ICP-MS),espectrometría de emisión atómica con plasma acoplado inductivamente (ICP-AES) o mediante espectrometría de absorción atómica (AAS). No obstante,cuando se necesita conocer de forma detallada la cantidad de cada una de lasespecies, es imprescindible una separación previa del Cr(III) y Cr(VI). Parapoder cuantificar de forma específica al cromo hexavalente, la EPA propone lassiguientes metodologías:- Método 7195. Este método está basado en la separación del Cr(VI) de ladisolución mediante su coprecipitación como cromato de plomo con
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sulfato de plomo en una solución de ácido acético. Tras su reducción aCr(III) se determina mediante AAS.- Método 7196A. Método colorimétrico en el que se hace reaccionar elcromo hexavalente con difenilcarbazida en medio ácido para formar uncomplejo coloreado, que absorbe a 540 nm.- Método 7197. Se forma un quelato de cromo hexavalente conpirrolidinditiocarbamato amónico, que tras extraerlo se detectamediante AAS.- Método 7198. Método polarográfico en el que se mide el pico decorriente producido por la reducción de Cr(VI) a Cr(III) en un electrodode gotas de mercurio durante una rampa de pulsos diferenciales- Método 7199. Método basado en la separación de las especies por lacromatografía iónica en medio básico tamponado, seguido de unamedida colorimétrica similar al 7196A por derivatización post-columna con difenilcarbazida.
El problema latente en todas las metodologías descritas anteriormente es queninguna de ellas es capaz de corregir las interconversiones que puedan ocurrirdurante los procesos de extracción y medida de las muestras. Esteinconveniente fue resuelto en 1998 en el grupo de Kingston mediante laaplicación de espectrometría de masas de dilución isotópica específica encuanto a la especie (SSIDMS)10,11. Este método, basado en la medida derelaciones isotópicas, se caracterizaba por su capacidad de corregir lasreacciones de interconversión entre especies de un mismo elemento mediantela adición de compuestos marcados isotópicamente para cada una de lasespecies. A su vez, las investigaciones llevadas a cabo fueron recogidas bajo lapatente US 5414259 A12, bajo el título genérico “Metodología para laespeciación mediante espectrometría de masas de dilución isotópica”.Finalmente, diez años más tarde esta metodología fue adoptada por la EPA ensu método 680013 “Espectrometría de masas de dilución isotópica elemental ypor especies”.
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En este capítulo se muestra el desarrollo de un método para suelos ysedimentos basado en extracción por microondas que mejora lascaracterísticas del método EPA 3060A. Con este procedimiento se minimizanlas interconversiones entre Cr(III) y Cr(VI) y se corrigen las que se puedan darmediante el uso de trazadores marcados isotópicamente. Para ello se ha hechouso de las ecuaciones IPD (que emplean abundancias isotópicas, ver sección1.2.3) junto a balances de masa adicionales, con el propósito de obtener lasconcentraciones originales de Cr(III) y Cr(VI) en la muestra. Cabe comentarque la minimización de la oxidación de Cr(III) a Cr(VI) es suficientementeefectiva como para evitar el uso del segundo trazador isotópico. Con ello sesimplifican las etapas de cálculo y se reduce el coste de aplicar estametodología. El procedimiento se explica detalladamente en la siguientesección.
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2.2 Método rápido y exacto para la determinación de
Cr(VI) en muestras sólidas basado en
espectrometría de masas de dilución isotópica

En la primera contribución científica de esta tesis se incluye la optimización yvalidación de un nuevo método para la determinación de cromo hexavalenteen muestras sólidas mediante ICP-MS. Para ello, la separación y posteriorcuantificación de las especies de cromo Cr(III) y Cr(VI) se basó en elacoplamiento de la cromatografía líquida de intercambio aniónico a undetector de masas con un cuadrupolo, utilizando como fuente de iones elplasma de acoplamiento inductivo.

Una de las etapas de este trabajo que requirió mayor esfuerzo fue laoptimización de la extracción de las especies de cromo mediante la aplicaciónde microondas focalizadas (MAE), hecho que permitió reducir el tiempo deextracción cuantitativa de 1 hora (de acuerdo con el método estándar de laEPA 3060A) a 10 minutos. Además, mediante la adición de agentescomplejantes en la fase extractante, en concreto EDTA (Ácidoetilendiaminotetraacético), se estabilizaron las especies de cromo trivalente,hecho que facilitó su extracción y posterior cuantificación. La Figura 2.2muestra el esquema de funcionamiento del sistema de microondas focalizadasutilizado. Este dispositivo se caracteriza por su capacidad de focalizar laradiación de microondas hacia el recipiente que contiene la muestra sólida y elextractante. Dadas sus características técnicas fue posible controlar factorestales como la temperatura (incluida la realización de rampas, mediante elsensor por infrarrojos), la presión y la velocidad de agitación.

De  forma  general,  las  principales  mejoras  alcanzadas  en  este  métodofueron su alta fiabilidad y reducción del tiempo total de análisis, característicasbásicas en todo método de rutina.
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Durante el proceso de optimización de las condiciones de extracción, seobservó que la aplicación de dos ciclos de extracción a distintas temperaturas(5 minutos a 90C seguidos de 5 minutos a 110C) permitía una extraccióncuantitativa del cromo hexavalente. A su vez, estas condiciones ofrecieronvalores despreciables de oxidación de Cr(III) a Cr(VI) y valores muy bajos dereducción del Cr(VI) a Cr(III). La optimización de esta etapa de extracción sellevó a cabo utilizando materiales de referencia certificados (CRM). Al tratarsede muestras sólidas los ensayos de fortificación son menos adecuados paraasegurar la exactitud del método, puesto que los analitos añadidos sobre lamuestra no quedan unidos de la misma forma que los endógenos.Es importante señalar que la derivatización de la especie de cromo trivalenteCr(III) con EDTA, para formar la especie negativa [Cr(EDTA)]-, permitió suseparación de la de cromo hexavalente presente en forma de CrO42-mediantecromatografía liquida de intercambio aniónico. El correspondientecromatograma se puede consultar en el artículo científico 1, incluido en estecapítulo.

Figura 2.2 Esquema del sistema de microondas focalizadas.
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La reducción del tiempo de análisis no se limitó sólo al tratamiento de muestrasino que también se disminuyó haciendo uso de la metodología de cálculo dedeconvolución de perfiles isotópicos (IPD) que, como ya se ha comentado en laintroducción, evita el uso de curva de calibrado. En el caso del cromo fuenecesario estudiar y corregir las posibles interconversiones entre las especiesdurante los procesos de tratamiento de muestra y medida. Para ello seutilizaron dos trazadores isotópicos distintos: el 53Cr(III) y el 50Cr(VI). A travésde la monitorización de estos, y estableciendo balances de masa adicionales alos habituales a IPD, fue posible corregir los procesos de oxidación del Cr(III)con el 53Cr(III) mientras que la reducción del Cr(VI) se corrigió haciendo usodel trazador 50Cr(VI). En los siguientes apartados se van a desglosar tanto lasecuaciones para el cálculo de la concentración de cada una de las especies decromo, como las que se aplicaron para corregir la discriminación de masas. Porúltimo, se describen las principales interferencias espectrales del cromo en eldetector de ICP-MS y las medidas tomadas para su eliminación.
Desarrollo de las ecuaciones de IPD y factores de interconversiónTal y como se ha comentado en apartados anteriores, cuando existen procesosde transformación entre las distintas especies de un elemento las ecuacionestradicionales de IPD no son suficientes. Dado que el compuesto natural y eltrazador isotópico presentan un comportamiento idéntico, los posiblesprocesos de transformación que afectan a una sola especie no influyen en elresultado del cálculo mediante IPD. Sin embargo, cuando existen procesos deinterconversión entre diferentes especies químicas, el resultado del cálculo nocoincide con la composición real si no se conoce la extensión de cada uno delos procesos de conversión. Por ello, a continuación se van a describir todos losbalances de masas utilizados para realizar las cuantificaciones en las muestrasutilizadas 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: 
( ) = ( ) + , ( )( ) + , ( )( )    (1) 
( ) = ( ) + , ( )( ) + , ( )( )    (2) 

Dónde: 
 ( ) moles de Cr(III)en la mezcla  
 ( ) moles de Cr(III) en la muestra 
 , ( )( )  moles de Cr(III) reducidos a partir del trazador 1 de 50Cr(VI) 
 , ( )( )  moles de Cr(III) en el trazador 2 de 53Cr(III) 
 ( ) moles de Cr(VI)en la mezcla  
 ( ) moles de Cr(VI) en la muestra 
 , ( )( )  moles de Cr(VI) en el trazador 1 de 50Cr(VI) 
 , ( )( )  moles de Cr(VI) oxidados a partir del trazador 2 de 53Cr(III) Como se mostró en el capítulo anterior, se pueden establecer estos balances molares para cada uno de los isótopos de un elemento haciendo uso de las abundancias isotópicas. Asimismo, dividiendo cada uno de estos balances de masas por el número total de moles, se obtienen las expresiones en función de las fracciones molares. Si se reagrupan estas expresiones en forma matricial, la expresión obtenida para calcular las fracciones molares de Cr(III) en la muestra, así como del trazador 1 y del trazador 2, es la siguiente:  
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, ( ), ( ), ( ), ( )
= , ( ) , ( ), ( ) , ( ), ( ), ( ) , ( ), ( )

· ( )
, ( )( )
, ( )( ) +  (3) 

De la misma forma, la matriz de cálculo aplicada al cromo hexavalente, Cr(VI) es: 
, ( ), ( ), ( ), ( )

= , ( ) , ( ), ( ) , ( ), ( ), ( ) , ( ), ( )
· ( )

, ( )( )
, ( )( ) +  (4) 

Cabe recordar que , ( ) y , ( ) son las abundancias experimentales para cada isótopo medidas en el pico de Cr(III) y Cr(VI), respectivamente, después del proceso de mezcla, mientras que ,  y  son las abundancias de los compuestos puros (natural o marcado). Éstas, se pueden obtener de los valores teóricos tabulados y de los correspondientes certificados. La resolución del sistema de ecuaciones proporciona las fracciones molares de cada perfil isotópico en los picos de Cr(III) y Cr(VI). Una vez obtenidos los valores de las fracciones molares, la cantidad total de Cr(III) y Cr(VI) en la mezcla, ( ) y ( ), se puede calcular con las expresiones (5) y (6), utilizando las cantidades iniciales de trazadores 1, ( ) (de 50Cr(VI)) y 2, ( ). 
, ( ) = , ( )( ) · ( ) + , ( )( ) · ( ) (5) 
, ( ) = , ( )( ) · ( ) + , ( )( ) · ( ) (6) 
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Si se definen los factores de conversión, F1 como la cantidad relativa de Cr(VI) transformada en Cr(III) y F2 como la cantidad de Cr(III) transformada en Cr(VI), se pueden calcular de la siguiente manera: 
( ) ( ) 
( ) ( ) 

1 = , ( )( ) · ( )
, ( )   (7) 

2 = , ( )( ) · ( )
, ( )   (8) 

Finalmente, se pueden obtener las concentraciones corregidas para la muestra aplicando los factores de conversión, a partir de la resolución del siguiente sistema de ecuaciones: 
( ) · ( ) = ( ) (1 − 2) + 1 · ( )   (9) 

( ) · ( ) = ( )  (1 − 1) + 2 · ( )   (10) Corrección de la discriminación de masas Ya se ha comentado en la introducción que la discriminación de masas, provocada por los efectos “orificio” y “espacio-carga” en la interfase, conlleva una transmisión más eficiente de los iones más pesados respecto a los de menor masa. Si este efecto no se corrige las relaciones isotópicas o las abundancias isotópicas medidas experimentalmente en un ICP-MS estarán sesgadas favorablemente hacia los isótopos más pesados. El error sistemático cometido es proporcional a la diferencia de masa entre dos isótopos cualesquiera de un elemento dado. Para la corrección de la discriminación de masas se han propuesto diversas funciones. Todas se basan en la comparación 
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entre las relaciones isotópicas teóricas de un elemento y las medidas experimentalmente. En este trabajo se ha asumido una dependencia lineal del efecto de discriminación de masas con la diferencia de masa de los isotopos en los que se mide la relación. 
= óó ∙∆  (11) 

Siendo: 
• ó =  ó   ó   (tabulada) 
• =       
• ∆ , diferencia de masa entre los isótopos a y b  El isótopo b se toma como referencia y se calculan las relaciones isotópicas del resto de isótopos respecto a éste, tanto para las abundancias teóricas (tabuladas o certificadas) como para las medidas experimentalmente. Posteriormente, la representación del factor (Re-Rt)/Rt frente a ∆  proporciona una recta cuya pendiente coincide con el valor de K. Las abundancias experimentales se calculan como A = ∑ , siendo I el área de pico de Cr(III) y Cr(VI) en el cromatograma para cada isótopo. La constante de discriminación de masas K se obtiene para un patrón 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 isotópicas (ecuación 12) y las abundancias corregidas (ecuación 13) 

 = ∆  (12) 
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= ∑  (13) 
Interferencias espectrales La determinación de cromo mediante ICP-MS aplicando Dilución Isotópica no es sencilla debido tanto a las interferencias isobáricas producidas por el 54Fe como a las interferencias poliatómicas de diferentes isótopos producidas por carbono, oxígeno, cloro y argón. Todas estas posibles interferencias se han recogido en la tabla siguiente.  Respecto a las interferencias poliatómicas que afectan a la determinación del cromo, las principales son 40Ar12C+, 40Ar13C+, 37Cl16O+ y 40Ar13C1H+. El uso de un ICP-MS con celda de colisión/reacción y el empleo de He como gas de colisión las reduce de forma suficiente. Para ello se seleccionó un flujo de He de 1.2 mL/min. En cuanto a las interferencias isobáricas debidas al 54Fe, estas se evitan mediante el uso de un sistema cromatográfico con conexiones de PEEK (Polyether	ether	ketone) y componentes que no tienen acero a diferencia de los sistemas tradicionales 
Tabla	2.1	Composición	 isotópica	del	cromo	natural	y	principales	 interferencias	
espectrales	

Isótopo 50Cr	 52Cr 53Cr 54Cr	

Abundancia	(%)a	 4,3452(85) 83,7895(117) 9,5006(110) 2,3647(48) 
Interferencias	isobáricas - - - 54Fe 

Interferencias	
poliatómicas	

38Ar12C+
36Ar14N+ 

40Ar12C+
35Cl16O1H+ 

35Cl17O+ 

37Cl16O+ 
40Ar13C+ 

40Ar12C1H+ 
40Ar13C1H+ 
37Cl16O1H+ 

40Ar14N+ 
a valores IUPAC con incertidumbres expandidas. 
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2.2.1 Artículo científico 1

Fast and Accurate Procedure for the Determination of Cr(VI) in Solid
Samples by Isotope Dilution Mass SpectrometryFabregat-Cabello, N., Rodríguez-González, P., Castillo, Á., Malherbe, J.; Roig-Navarro, A. F., Long, S. E. & García Alonso, J. I. G. Environmental Science and

Technology 2012, 46, 12542–12549

Reproduced with permission from: Environ. Sci. Technol., 2012, 46 (22),         pp 12542–12549.Copyright © 2012 American Chemical Society http://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021/es3022864
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Fast and Accurate Procedure for the Determination of
Cr(VI) in Solid Samples by Isotope Dilution Mass
SpectrometryEnvironmental Science and Technology, 46 (2012) 12542–12549.
Neus Fabregat-Cabello,a Pablo Rodríguez-Gonzalez,a Angel Castillo,b
Julien Malherbe,c Antoni F. Roig-Navarro,b Stephen E. Long,c and J.
Ignacio García Alonso *,a

aFaculty of Chemistry, Department of Physical and Analytical Chemistry, University of
Oviedo, Julian Clavería 8, 33006 Oviedo, Spain
bResearch Institute for Pesticides and Water, University Jaume I, 12071, Castellon,
Spain
cAnalytical Chemistry Division, Material Measurement Laboratory, National Institute of
Standards and Technology, 100 Bureau Drive, Stop 8391, Gaithersburg, Maryland,
20899, United States

ABSTRACTWe present here a new environmental measurement method for the rapidextraction and accurate quantification of Cr(VI) in solid samples. Thequantitative extraction of Cr(VI) is achieved in 10 minutes by means of focusedmicrowave assisted extraction using 50 mmol/L ethylendiamintetraacetic acid(EDTA) at pH 10 as extractant. In addition, it enables the separation of Crspecies by anion exchange chromatography using a mobile phase which is a1:10 dilution of the extracting solution. Thus, neutralization or acidificationsteps 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)-EDTAcomplex and Cr(VI) simultaneously in an alkaline extraction solution. Theapplication 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 ofhexavalent chromium from the standard reference materials (SRM) candidateNIST 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(III)-EDTA complexavoided Cr(III) oxidation for these two reference materials. Thus, the use of adouble spiking strategy for quantification is not required and a single spikeIDMS procedure using isotopically enriched Cr(VI) provided accurate results.
KEYWORDS. Chromium (VI), isotope dilution mass spectrometry, microwaveassisted extraction.

1. INTRODUCTIONChromium is widely used in industrial applications as a pigment, forelectroplating, leather tanning, and as a catalyst. These uses lead to continuousCr emissions into the environment where it is mainly found as Cr(III) andCr(VI). The hexavalent forms of chromium (mainly as CrO42-) are highlysoluble, toxic, and carcinogenic. Instead, trivalent chromium is less toxic andhas been considered a micronutrient. Nevertheless recent studies havedemonstrated that Cr(III) can originate eczema and DNA damage in cell-culture systems [1]. Nowadays, the analytical focus is on the selectivedetermination of chromium(VI) either in solid matrices (soils, dust, weldingfumes) or waters. The determination of chromium(VI) in solid matrices iscomplicated because quantitative extraction of chromium(VI) must be assuredwhile avoiding chromium redox interconversion reactions to Cr(III) eitherduring extraction or the subsequent chemical analysis [2].The determination of chromium(VI) is normally carried out by ICP-MS afterthe chromatographic separation of Cr(III) and Cr(VI). The redox equilibriumbetween Cr(III) and Cr(VI) is highly affected either by differences in pH or bythe  addition  and/or  presence  of  reducing  or  oxidizing  agents.  Therefore,especial attention has to be paid to such interconversion reactions in everystep 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 diphenylcarbazideto form a colored complex. EPA Method 7199 also employs this reaction after aprevious 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 wastematerials [4]. This method employs strong basic conditions using NaOH-Na2CO3 as extracting solution for 1 h at 90 °C. None of these methods arecapable of correcting for the oxidation of Cr(III) and/or reduction of Cr(VI)which strongly depends on the nature of the sample. So, improvement of theextraction procedure or an adequate correction of the interconversionreactions is required to provide accurate Cr(VI) concentrations is solidsamples.Isotope dilution mass spectrometry (IDMS) is regarded as a primarymeasurement method directly traceable to the International System of Units[5]. The application of IDMS for the determination of Cr(VI) was firstreported by Nusko and Heumann [6] in 1994 with the analysis of waste watersby thermal ionization mass spectrometry (TIMS). These authors employed adouble spike of Cr(III) and Cr(VI) both enriched in 53Cr. However, thisprocedure 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) waspublished 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 thedetermination of Cr(VI) in environmental samples [11]. The method requiresthe addition to the sample, before extraction, of known amounts ofisotopically enriched Cr(III) and Cr(VI), each one enriched in a differentisotope. However, those methods [9–11] (including method EPA 6800 forCr(VI) determination in soils) make use of a particular strategy whenperforming double spike IDMS. They are based on the addition to the sampleof a highly enriched 53Cr(VI) spike and an excess of a less expensive lowly
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enriched 50Cr(III) spike before extraction [9–11]. This strategy is based on twoassumptions: (i) the enriched Cr(III) spike is easier to oxidize thanendogenous Cr(III) and (ii) the total amount of Cr(III) that can be oxidized islimited regardless of the sample matrix and the extraction conditions applied[9].The development of analytical procedures for the extraction of Cr(VI) fromsolid samples requires reliable reference materials. However, although thereare several available certified reference materials (CRM) of hexavalentchromium in solid matrices, there is still little consensus on a referenceextraction methodology [12]. For example, during the certification process ofthe Cr(VI) content in the Standard Reference Material NIST 2701(contaminated soil), methods 7196A, 7199, and 6800 were compared [13].However, the results obtained using methods 7196A and 7199 were up to40% lower than those obtained by Method 6800. In all cases, method 3060Awas employed for the extraction of Cr(VI). Recently, the analysis of the sameSRM 2701 by X-ray absorption near edge structure spectroscopy (XANES) inthe solid phase yielded Cr(VI) mass fraction values 6 times higher than thecertified value, [14] which is based on an EPA Method 3060A extraction.Another example is the certification process of BCR-454 (welding dust loadedon a filter) in which an alkaline extraction procedure similar to method3060A was selected by most participating laboratories. The final certifiedvalue, 40.16 ± 0.60 mg/g of Cr(VI), was lower than the total chromiumvalue determined by instrumental neutron activation analysis (INAA) [15]which was 49.6 ± 2.8 mg/g. A final example corresponds to the certifiedreference material CRM 041 which is a sandy clay soil certified for Cr(VI) at86.4 mg/kg. The reference value was determined by using U.S. EPA method3060A extraction and final determination by methods 7195, 7196A, and 7199in a round-robin exercise in which 21 laboratories participated.Double spiking IDMS would be required for the optimization and selectionof the best extraction conditions for Cr(VI) from solid matrices. However,
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SrCrO4 diluted with SiO2 when performingan extraction procedure based on an alkaline (pH 8.5 or 9.5) ultrasonicassisted extraction at 40 °C for 10 or 30 min [16–18].

when performing Cr speciation analysis by double spike IDMS in solidsamples, 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 ofcomplexing agents during Cr(VI) extraction has been evaluated. Agents suchas 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) andthe stabilization of the extracted Cr compounds. The use of EDTA as theextracting solution has several advantages over other published extractionprocedures: first, it complexes trivalent chromium preventing its oxidation toCr(VI) throughout the analytical procedure and second it facilitates theextraction of Cr(VI) from the solid sample by complexation of other metalsforming insoluble chromates [16]. This was demonstrated for insolublechromates such as PbCrO4, BaCrO4,
We employ here double spike IDMS to evaluate a focused microwave assistedextraction using EDTA as extractant for the determination of Cr(VI) in solidsamples. The aim of this strategy is to complex and stabilize not only theadded enriched Cr(III) spike but also the endogenous Cr(III) leached duringthe extraction procedure. As a consequence, there is no need for the additionof large amounts of isotopically labeled Cr(III) to prevent the oxidation ofendogenous Cr(III) as reported previously [9–11]. The extraction procedureproposed here is carried out at 50 mmol/L EDTA at pH 10 and accelerated to10 minutes by applying a focused microwave assisted extraction. Severalreference materials are analyzed to test the proposed methodology.
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2. EXPERIMENTAL SECTION

2.1 InstrumentationChromatographic separation of Cr(III) and Cr(VI) was performed with aDionex DX-120 HPLC System (Sunnyvale, CA) and a Dionex Ion pack AS9-HCanion-exchange column (PEEK, 4 × 250 mm × 9 μm). The detection ofchromium was carried out by ICP-MS using an Agilent 7500c quadrupoleinstrument (Agilent Technologies, Tokyo, Japan) equipped with an octapolecollision cell, using helium as collision gas. A focused microwave systemExplorer Hybrid (CEM, Mathews, NC) equipped with temperature andpressure feedback control and magnetic stirring was employed for themicrowave extraction of Cr(VI) from the solid matrices.
2.2 Reagents and MaterialsAll solutions were prepared in 18 MΩ cm ultrapure deionized water. Theextractant and mobile phase employed were aqueous solutions at pH 10containing 50 and 5 mmol/L EDTA, respectively. They were prepared bydissolving ethylenediaminetetraacetic acid (Sigma, St. Louis, MO) in waterand adjusting the pH with NH4OH (30%) (Merck, Darmstadt, Germany).Enriched 50Cr(VI) and 53Cr(III) solutions were provided by ISC-Science(Oviedo, Spain). The mass fractions of the isotopically enriched 50Cr(VI) in thestock solution were quantified periodically by reverse isotope dilutionanalysis against a natural abundance Cr(VI) standard solution prepared froma potassium dichromate reference material purchased from BAM (FederalInstitute for Materials Research and Testing, Berlin, Germany). The naturalabundance solution of Cr(VI) was prepared by dissolving approximately 60mg of K2Cr2O7 in 60 mL of a NaOH solution at pH 12. The mass fraction of theisotopically enriched 53Cr(III) was quantified by reverse isotope dilutionanalysis using a Cr(III) natural abundance standard obtained from Fluka(Buchs, Switzerland). No impurity of 53Cr(VI) was detected in the 53Cr(III)spike solution, or 50Cr(III) in the 50Cr(VI) solution. The measured mass
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fraction of 53Cr-enriched Cr(III) was 847 ± 7 μg/g (1s). A stability study of the50Cr(VI) solution was performed over a period of four months. Table 1shows the isotopic composition and mass fraction obtained by reverse IDMSof both 50Cr(VI) and 53Cr(III) enriched spike solutions. A stability study of the53Cr(III) solution was not carried out because the extent of Cr(III) oxidationwas found to be systematically negligible during the course of theexperiments. As can be observed in Table 1, no significant variations in the50Cr(VI) mass fraction values were obtained with an average value of 164.9 ±3.9 μg/g (1s) and a RSD of 2.4% over the studied period.Several reference materials were analyzed in this work: SRM 2701 (soilcontaining chromite ore processing residue) purchased from NIST (NationalInstitute of Standards and Technology, U.S.), CRM BCR-545 (Welding dustloaded on a filter) purchased from IRMM (Institute for Reference Materialsand Measurements, Geel, Belgium) and CRM041 (Sandy clay soil) purchasedfrom Resource Technology Corporation (Laramie, WY). A candidate StandardReference Material SRM 2700 (Hexavalent chromium in contaminated soil,low level) was also provided by NIST and was also analyzed in this work. SRM2700 is a 1:40 dilution of the SRM 2701 with ground high-purity quartz andis still under certification process.
2.3 ProceduresPrevious to sample preparation, all solid samples were homogenized bymechanical shaking during 15 min at 30 rpm (3.14 rad/s). Typically, asample weight of ca. 100 mg (or 50 mg if the expected mass fraction of thesample was higher than 500 μg/g) was weighted in a 10 mL microwave testtube. EDTA is a good buffer itself at pH 10 because of the pKa of EDTA is 10.24so the extracting solution was prepared dissolving the EDTA in water andthen adjusted to pH 10. Then, a volume of 5 mL of the extracting solution (50mmol/L EDTA aqueous solution at pH 10) was added and weighed amountsof the isotopically labeled 53Cr(III) and 50Cr(VI) were added according to the
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Table 1. Isotopic composition (% abundance) of the enriched 50Cr(VI) and enriched53Cr(III) spike solutions employed in this worka.
Isotope 50Cr(VI) (At %) 53Cr(III) (At %)50 95.17 ± 0.19 0.25 ± 0.0352 4,77 ± 0.18 7.73 ± 0.2353 0.06 ± 0.01 91.59 ± 0.2854 Not detected 0.43 ± 0.09

Date of Reverse IDMS 50Cr(VI) (µg/g) 53Cr(III) (µg/g)November 2011 169.2 ± 0.6 847 ± 7December 2011 167.8 ± 1.5January 2012 165.8 ± 0.6February 2012 160.4 ± 1.5March 2012 161.4 ± 1.5
Average 164.9 ± 3.9 847 ± 7

aThe uncertainty in the isotopic composition is expressed as 1s standard deviation ofn = 6 independent replicates whereas the uncertainty of the mass fraction values isexpressed as 1s standard deviation of n = 3 independent replicates.random error propagation theory [19]. For routine analysis purposes, theaddition of the Cr(VI) spike should be done at the decision level required forthe legislation. Then a ratio of concentrations between analyte and spike in therange of 0.1 to 10 will provide accurate and precise results. The amounts ofsample and isotopically enriched solutions were accurately weighted in ananalytical balance with a precision of 0.00001 g. A stir bar was introduced intothe microwave system and placed in the autosampler of the focusedmicrowave unit. Then, a microwave assisted extraction based on two cycles(five minutes at 90 °C plus five minutes at 110 °C) with constant stirring wasapplied. A power limit of 200 W and a ramp time of 1 min was set in theinstrument to gradually achieve the extraction temperature. The sampleswere allowed to cool to room temperature before applying the secondextraction cycle at higher temperature. After that, the sample was centrifugedat 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 inthe chromatographic system. The use of a 1:10 dilution of the extractingsolution as mobile phase avoided the need for neutralization or acidification ofthe sample. Also the centrifugation step avoided the need of sample filteringallowing a quicker sample preparation and a lower risk of contaminationand/or interconversion of the Cr species.
2.4 Quantification by Double Spike Isotope Dilution Mass

SpectrometryThe calculation of the interconversion-corrected mass fraction of Cr(III) andCr(VI) in the samples was carried out by double spike IDMS using themathematical approach based on isotope pattern deconvolution describedpreviously [20–22]. Briefly, molar balances are established as a function ofthe different isotopic compositions of the endogenous and enriched species.The mathematical system of equations obtained from those amount balancesis solved by multiple linear regression in which a least-squares fitting isapplied to calculate molar fractions from species-specific isotopicabundances. For this purpose all four Cr isotopes are monitored and employedfor the quantification of the isotope abundances of the chromatographicpeaks. Using this approach it is possible to calculate the mass fractions ofCr(III) and Cr(VI) in the original samples and the percentage of spike Cr(VI)reduced to Cr(III) (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

SpectrometryIn all cases the hexavalent chromium mass fraction was also calculated bysingle spike IDMS using only the data obtained for the Cr(VI) peak in thechromatogram. If there is Cr(III) oxidation during or after extraction thismethodology would provide analytical results different from those of doublespike 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 thanthose obtained by double spike IDMS.
3. RESULTS AND DISCUSSION

From all the above-mentioned stabilizing agents, EDTA was employed inthis work instead of the DTPA [17] or EDDS [18] based on the betterchromatographic separation obtained. EDTA provided narrower peaks andlower separation time with a satisfactory chromatographic resolution. As themeasurement of isotope ratios is more precise when working with narrowerpeaks, EDTA was selected for further experiments. The separation of Cr(III)(as Cr(EDTA)−) and Cr(VI) (as CrO42-) was carried out by ion-exchangechromatography (IC) at a flow rate of 1.0 mL/min using 5 mmol/L EDTA at pH10 as mobile phase. This mobile phase was selected because it provided goodpeak profiles and adequate separation of Cr(III) and Cr(VI) in less than 7min. Besides, it is a 10-fold dilution of the extracting solution so there is noneed for sample acidification after extraction because pH 10 is employed inboth solutions. As a consequence, possible sample loss of Cr(VI) duringneutralization is avoided [8]. For example, using EPA Method 7196A thesample extracts after EPA 3060A extraction must by acidified to pH 2 ± 0.5before the colorimetric determination. Also the methodology proposed byRahman et al. [9,10] when employed in the combination of methods EPA3060A and EPA 6800 [11] requires the acidification of the extracts to pH 4−5before analysis which may promote the oxidation of Cr(III) to Cr(VI). Anotheradvantage of the proposed methodology is that the mobile phase also helps tokeep Cr(III) in solution and to stabilize it by the formation of theCr(III)−EDTA complex. Thus, it is possible to simultaneously measureCr(III)−EDTA complex and Cr(VI) in an alkaline extraction solution. Figure 1shows an IC-ICPMS chromatogram of a NIST 2701 extract (diluted 1:10) underthe selected experimental conditions. As can be observed, there is a complete

3.1 Optimization of Chromatographic Conditions
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separation of Cr(III) and Cr(VI) in less than 7 min. The peak width at the basefor both Cr(III) 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−EDTAcomplex which elutes between Cr(III) and Cr(VI). This iron peak was alwaysobserved when analyzing real soil samples indicating that the EDTAextraction procedure was able to solubilize iron, even only partially. Thepresence of 53Cr(III) and 50Cr(VI) in the samples can also be seen from therelative isotopic peak profiles in Figure 1. The ICP-MS measurement ofchromium isotopes suffer from different polyatomic interferences: 40Ar12C+,40Ar13C+, 37Cl16O+, and 40Ar14N+.

Figure 1. IC-ICP-MS chromatogram of an extract of SRM 2701 soil CRM using 5mmol/L EDTA at pH 10 as mobile phase.
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Such polyatomic interferences were minimized using a He gas flow of 2mL/min in the octapole collision cell which reduced the baseline at masses 52and 54 in the chromatogram. The peak areas for all measured masses both forCr(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. Thedevelopment of an extraction procedure based on IDMS requires first, aquantitative extraction of the analyte species and second, a complete isotopeequilibration in the liquid phase between the endogenous and isotopically
this paper we have selected microwave assisted extraction in order to obtainmuch faster extraction kinetics and isotope equilibration. However, theapplication of a rapid extraction procedure could jeopardize the achievementof isotope equilibration before the complete extraction of the analyte species[23]. To evaluate the attainment of isotopic equilibration with a rapidextraction procedure we tested different strategies using focused microwaves.First, we applied an extraction time fixed at 5 min changing the extractiontemperature using SRM 2701 as test sample. As can be observed in Figure 2a,the reduction of Cr(VI) to Cr(III) 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. Attemperatures of 130 and 140 °C no Cr(VI) peak was detected indicatingcomplete reduction of Cr(VI) during extraction. Figure 2a also shows theoxidation factor for Cr(III) to Cr (VI), which was negligible under all testedconditions, demonstrating that no oxidation of Cr(III) was detected.

added enriched species before any species interconversion takes place. In
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Figure 2. Values of the reduction factor F1 (% Cr(VI) to Cr(III)) and the oxidationfactor F2 (% Cr(III) to Cr(VI) when (a) one-cycle extraction and (b) two-cycleextraction is applied during the analysis of the high contaminated soil SRM 2701.Vertical dashed line represents the borderline between the absence and occurrence ofdegradation using a two-cycle extraction.
The recoveries for Cr(VI) at 70 or 90 °C (where no chromiuminterconversion was detected) using 5 min extraction were not quantitative(ca. 80−90% recovery from the certified value). So, a second experimentkeeping the extraction temperature constant at 70 °C and changing theextraction 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 toperform a third experiment in which the extraction was carried out in twosteps and at two different temperatures. According to Figure 2a the first stepwas carried out at 90 °C, a temperature low enough that no interconversionreactions were detected but significant Cr(VI) was extracted allowing isotopeequilibration to take place. Then, increasing temperatures were applied in asecond 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 than10% at 120 °C and below 30% at 140 °C. Figure 2b also shows that negligibleoxidation of 53Cr(III) was obtained under all conditions as demonstrated withthe values of the degradation factor F2 (always lower than 1%). Thisdemonstrates a satisfactory stability of the Cr(III)−EDTA complex under allextraction conditions tested. According to these results, a previous pre-extraction cycle of 5 min at 90 °C prevents the occurrence of Cr speciesinterconversion and facilitates isotope equilibration between enriched andendogenous Cr species in the liquid phase.
Recoveries of Cr(VI) during the Analysis of Reference Materials. Multiple spikingIDMS is one of the most powerful analytical tools to study the extractionefficiency of a given sample preparation protocol. To do so, the sample underinvestigation must contain the analyte species endogenously bound to thesolid matrix [5]. The multiple spiking theory [23] establishes that if asequence of increasingly harder (or longer) extraction conditions is applied tothe same sample, the real concentration values of the analyte species can beestimated from the plateau of the plot of degradation-corrected analyteconcentration vs extraction conditions. In this study, a wide range of differentextraction conditions applying focused microwaves was tested in threedifferent 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 factorsobtained in SRM 2701, candidate SRM 2700 and CRM-041, respectively, whenthe time and temperature of the second extraction cycle are increased(maintaining a pre-extraction cycle at 90 °C during 5 min in agreement withthe previous section). In all cases, the Cr(VI) mass fractions were calculatedboth by double and single spike IDMS for comparison purposes.Overall, Figure 3 demonstrates that, for all reference materials tested, thecomplexation of Cr(III) with EDTA avoids the oxidation of 53Cr(III) under allextraction conditions employed, even when almost quantitative reduction of50Cr(VI) was obtained. This is also reflected in the fact that the concentrationresults obtained by double spike IDMS and conventional single spike IDMSare not statistically different. Thus, using the proposed procedurecomplicated mathematical treatment required for double spiking IDMS is notneeded and the application of the single spike procedure for routine analysisis facilitated. Korolczuyk and Grabarczyk [16] demonstrated experimentally,that the addition of EDTA to the extracting solution minimizes the speed ofCr(III) oxidation to Cr(VI). The demonstration that Cr(III)−EDTA complex isthe real stabilizing factor in this work, would require comparisonexperiments in the absence of EDTA. However, under our experimentalconditions the absence of EDTA does not allow the simultaneousmeasurement of Cr(III) 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 inthe 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 doublespiking isotope dilution mass spectrometry. Degradation factors F1(% Cr(VI) toCr(III)) and F2 (%Cr(III) to Cr(VI)) are also represented. The certified values of Cr(VI)in SRM 2701 and CRM041 are represented as horizontal continuous lines and theassociated uncertainty (1s) as dashed lines. Similarly, the preliminary certifiedinterval (14.9 ± 1.2 mg/kg) for candidate SRM 2700 is represented.
In the analysis of SRM 2701 results in agreement with the certified valueswere obtained under all conditions tested (Figure 3a) even when almost90% Cr(VI) reduction was observed (5 min/90 °C plus 5 min/130 °C).Similar quantitative results were observed for candidate SRM 2700 (Figure3b) with respect to the preliminary certified interval. We also observed thatthe reduction of Cr(VI) to Cr(III) was sample dependent. For example, thesecond extraction cycle of 5 min at 120 °C induced more than 50% reduction ofCr(VI) in SRM 2700 but only 14% reduction was measured in SRM 2701.These results confirm that species interconversion reactions are matrixdependent 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 reductionof Cr(VI) to Cr(III).The results obtained for hexavalent chromium in CRM-041 (Figure 3c) wereapproximately 15% higher than the certified value for most extractionconditions tested. The content of extractable Cr(III) in this material was foundto be lower than 4 μg/g under the different extraction conditions employed.Such a low value of Cr(III) in comparison with Cr(VI) rules out theoverestimation of the Cr(VI) concentration because of a preferentialoxidation of natural abundance endogenous Cr(III). In addition similarCr(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 50Cr(VI) reduction cannot explain theoverestimation of the reference value.



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

92

Sa
m

pl
e

Cr
(V

I) 
(µ

g/
g)

(d
ou

bl
e 

ID
M

S)

Cr
(V

I) 
(µ

g/
g)

(s
in

gl
e

ID
M

S)
F1

 (%
 C

r(
VI

) t
o 

Cr
(II

I)
F2

 (%
 C

r(
III

) t
o

Cr
(V

I))

Cr
(V

I) 
(µ

g/
g)

(c
er

tif
ie

d)

SR
M

 2
70

1(
hi

gh
 c

on
ta

m
in

at
ed

 so
il)

54
2 

± 
14

54
5 

± 
14

3 
.3

 ±
 0

.4
1.

1 
± 

 0
.6

55
1.

2 
± 

34
.5

Ca
nd

id
at

e 
SR

M
 2

70
0

(lo
w

 c
on

ta
m

in
at

ed
 so

il)
13

.6
 ±

 0
.6

13
.9

 ±
 0

.9
16

 ±
  5

1.
3 

± 
 0

.4
14

.9
 ±

 1
.2

a

BC
R-

54
5

(d
us

t l
oa

de
d 

on
 a

 fi
lte

r)
45

90
0 

± 
11

00
45

90
0 

± 
22

00
8.

4 
± 

 2
.2

3.
3 

± 
 0

.6
40

20
0 

± 
60

0
BC

R-
54

5
(o

ne
 w

ee
k 

af
te

r e
xt

ra
ct

io
n)

46
20

0 
± 

70
0

46
20

0 
± 

70
0

7.
7 

 ±
 2

.0
3.

4 
 ±

 0
.3

CR
M

04
1

(s
an

dy
 c

la
y)

99
.7

 ±
 1

.6
99

.7
 ±

 1
.6

14
 ±

 4
0.

34
 ±

 0
.1

8

CR
M

04
1 

(o
ne

 w
ee

k 
af

te
r e

xt
ra

ct
io

n)
10

3.
4 

± 
 2

.1
10

3.
4 

± 
 2

.1
17

 ±
 5

0.
22

± 
0.

21
86

.4
0 

± 
4.

46

CR
M

04
1 

(E
PA

 3
06

0A
 e

xt
ra

ct
io

n)
10

3 
± 

3
10

4 
± 

3
-

-

a Th
e 

un
ce

rt
ai

nt
y 

of
 th

e 
va

lu
es

 c
or

re
sp

on
ds

 to
 1

s 
st

an
da

rd
 d

ev
ia

tio
n 

of
 s

ix
 o

r t
hr

ee
 in

de
pe

nd
en

t r
ep

lic
at

es
 (s

ee
 te

xt
).

a
pr

op
os

ed
 c

er
tif

ie
d

va
lu

e 
an

d 
ex

pa
nd

ed
 u

nc
er

ta
in

ty
.

Ta
bl

e 
2.

M
as

sF
ra

ct
io

n
of

Cr
(V

I)
an

d
De

gr
ad

at
io

n
Fa

ct
or

s
F1

(%
Cr

(V
I) 

to
Cr

(II
I))

an
d

F2
(%

Cr
(II

I)
to

Cr
(V

I))
ob

ta
in

ed
by

Si
ng

le
an

d
Do

ub
le

Sp
ik

e
ID

M
Sa



Capítulo 2

93

Re
se

ar
ch

 p
ap

er
1

3.3 Analysis of Reference MaterialsAccording to the results obtained in Figures 2 and 3, a two-cycle microwaveassisted extraction of 5 min at 90 °C plus 5 min at 110 °C was selected for thedetermination of hexavalent chromium in solid samples. These conditionsrepresent the borderline between the absence and occurrence of Cr(VI)reduction in SRM 2701. Under these conditions the proposed methodologywas applied to the analysis of four different solid matrices containinghexavalent 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. Sixindependent spiking and extraction experiments were performed on SRM2701, candidate SRM 2700 and CRM-041, whereas only three independentreplicates were performed in the analysis of CRM BCR-545. The stability ofthe sample extracts was studied by analyzing the extracts of BCR-545 andCRM 041 also after one week storage at 5 °C. The mass fraction of hexavalentchromium was calculated both by single and double spike IDMS and theresults obtained are shown in Table 2 including the degradation factors forthe double spike IDMS procedure.The first conclusion to be obtained from these data is, again, the lack of53Cr(III) oxidation in all cases except for BCR-545 filters in which a smalloxidation factor of 3.3 ± 0.6% (1s) was obtained. Such a low factor can beconsidered almost negligible taking into account that ±2% standarddeviation in an interconversion factor value is normally obtained in multiplespiking methodologies in the absence of degradation [24]. Thus, we observedno significant differences between the Cr(VI) mass fractions calculated bydouble spike IDMS and those obtained by single spike IDMS in all theanalyzed materials. This confirms that the easier single spike IDMS procedurecan be employed with the proposed methodology. However, it should bestressed that small oxidation rates in samples containing high fractions ofCr(III) 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 candidateSRM 2700 and SRM 2701. It is worth noting that candidate SRM 2700 is anapproximately 1:40 dilution of the SRM 2701 with ground high-purity quartzand such dilution factor is maintained when comparing the results obtained inthis work for both materials using the same extraction conditions (542 ± 14μg/g (1s) for SRM 2701 and 13.6 ± 0.6 μg/g (1s) for candidate SRM 2700).The results obtained for BCR-545 and CRM041 were ca. 10−15% higher thanthe certified Cr(VI) mass fractions. There are two possible sources of errorthat the proposed methodology cannot correct for (i) Cr(III) oxidation beforecomplexation and (ii) direct oxidation of insoluble Cr(III) species in the solidphase. Experiments carried out by Korolczuk and Grabarczyk [16] showedthat EDTA complexation prevented the oxidation of Cr(III) during alkalineextraction, whereas the same extraction without EDTA showed much higherCr(VI) content because of Cr(III) oxidation. On the other hand, Dai et al. [25]reported on the oxidation of insoluble Cr(III) species such as Cr(OH)3,CrFe(OH)6, and CrPO4 by the presence of manganese oxides. The rate of suchoxidation reaction was reported to decrease when increasing pH. Under ourexperimental conditions in which the extraction procedure is carried out atpH 10 the Cr(III) direct oxidation is not favored but Cr(III) oxidation beforecomplexation cannot be ruled out as a source of error. In the certificationprocess of BCR-545 almost all laboratories performed alkaline extraction andonly one laboratory performed IDMS [15]. In this case, the addition of theCr(VI) spike was carried out after the alkaline extraction of the sample andnot before. If there was Cr(VI) reduction to Cr(III) during the alkalineextraction it will not be compensated even by IDMS. Total chromium in thefilters was determined by instrumental neutron activation analysis obtaining avalue 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 asignificant amount of Cr(III) so preferential oxidation of Cr(III) must be ruledout as the source of our bias.
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In the case of CRM041 the material was certified using the EPA 3060A alkalineextraction method and the content of Cr(VI) determined colorimetricallyusing methods 7195, 7196A, and 7199 in a round-robin exercise in which 21laboratories participated.It is worth mentioning that this materials did notcontain significant amounts of Cr(III). Thus, a possible preferential oxidation ofendogenous Cr(III) must be ruled out to justify these results. Anoverestimation of the Cr(VI) values could be only attributed to a fasterreduction of Cr(VI) spike than the endogenous Cr(VI), however, as explainedabove, this must be excluded at least in the case of CRM041 because the sameoverestimation is obtained even in the absence of Cr(VI) reduction (Figure3c). It is also important to remark that, during the certification process ofNIST 2701, methods 7196A and 7199 provided Cr(VI) concentration values upto 40% lower than those obtained by Method 6800 employing double spikeIDMS. In order to confirm our results with another extraction procedure,method EPA3060A was applied to CRM041 obtaining the results shown in thelast line in Table 2. In this case, as no Cr(III) peak was detected in thechromatogram, no interconversion values could be calculated for thisextraction procedure. As can be observed, values in agreement with the EDTAextraction were obtained. Finally, it is worth noting that an adequate stabilityof the sample extracts of BCR-545 and CRM041 was demonstrated after oneweek at 5 °C because the same Cr(VI) concentration values are obtained withthe absence of further species interconversion.In summary, we have demonstrated that Cr(III) is stabilized in all theextracting conditions tested so there is no need for the addition of an excess ofisotopically enriched Cr(III) as in previously reported approaches [9–11].Thus, only isotopically enriched Cr(VI) has to be added to the sample and theanalysis cost and complexity is considerably lowered. This work hasdemonstrated that under the proposed experimental conditions single spikeisotope dilution mass spectrometry, which is much easier to apply on aroutine basis, provide the same level of accuracy and precision than themultiple spiking approaches currently employed for Cr speciation.
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ABBREVIATIONSEDTA ethylendiamintetraacetic acidIDMS isotope dilution mass spectrometryNIST national institute of standards and technologySRM standard reference materialsICP-MS inductively coupled plasma mass spectrometryEPA Environmental Protection AgencyTIMS thermal ionization mass spectrometryCRM certified reference materialsXANES X-ray absorption near edge structure spectroscopyINAA instrumental neutron activation analysisHPLC high-performance liquid chromatographyIC ion chromatography
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3.1 Introducción

Durante las últimas décadas la producción a nivel mundial de productosquímicos se ha visto incrementada de forma exponencial. A pesar de que lamayoría de los compuestos producidos son beneficiosos para el ser humano,otros muchos suponen un riesgo tanto para la salud pública como para elmedio ambiente, pues tienen naturaleza tóxica, son persistentes y sebioacumulan en los seres vivos. Entre estos últimos, existen compuestoscapaces de afectar al correcto funcionamiento de los procesos biológicos deplantas, animales e incluso de las personas.Las substancias químicas exógenas que alteran la función del sistemaendocrino y por tanto causan efectos adversos en la salud de un organismo seconocen como disruptores endocrinos (EDCs, Endocrine Disrupting Chemicals).Este término fue acuñado por primera vez en 1991 en una congreso enWinsconsin, EEUU, mediante una sesión titulada “Chemically InducedAlterations in Sexual Development: The Wildlife/Human Connection”impartida por Theo Colborn1, en la que se destacó el problema de cómodistintos compuestos químicos podían estar afectando a la reproducción y aldesarrollo de la salud humana y de animales. Como consecuencia directa,desde ese momento y hasta la actualidad, los EDCs han sido consideradoscomo uno de los mayores desafíos medioambientales existentes2.Hoy en día dentro de este grupo se incluye a una gran variedad de substanciasquímicas de muy diverso origen, estructura y uso, que pueden ser tanto deorigen natural como sintético. Así, entre los más habituales se encuentran loscompuestos organoclorados (DDT, Dicloro Difenil Tricloroetano o los PCBs,
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policlorobifenilos), los plastificantes (bisfenol A, ftalatos), detergentes(alquilfenoles) y píldoras para el control de la natalidad (etinil estradiol). Noobstante, aún no existe una lista definida que incluya a todos los compuestosde este tipo ya que las nuevas necesidades de mercado provocan una apariciónconstante de nuevos compuestos.A pesar del creciente interés de este tipo de contaminantes dentro de lacomunidad científica, y de la numerosa investigación realizada durante las dosúltimas décadas en torno a ellos, aún existen diversas lagunas. Los estudiosepidemiológicos realizados hasta el momento no han permitido establecer unarelación causal entre la exposición a estos compuestos y la aparición de ciertaspatologías. Por ejemplo, todavía no han sido estudiados de forma exhaustivalos mecanismos que predicen la acción hormonal implicada en enfermedadescausadas por EDCs, el nivel de exposición de la población general, laidentificación de un nivel umbral de efecto o los mecanismos de acción y susefectos adversos3.Estudios recientes muestran que los compuestos disruptores endocrinos secomportan como estrógenos, es decir, interfieren principalmente con lahormona femenina 17β-estradiol (ver Figura 3.1). Dado que los EDCs sonliposolubles y poseen pesos moleculares bajos, estos compuestos son capacesde imitar a las hormonas, uniéndose a los receptores hormonales.

Figura 3.1 Estructura molecular del estrógeno más importante en los mamíferos,
el 17β-estradiol.
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Otra característica común de todos los EDCs es que todos contienen comomínimo un anillo aromático en su estructura.De forma general, los efectos hormonales de los disruptores endocrinospueden ser debidos a que: 1) mimetizan los efectos de hormonas endógenas(efecto agonista) 2) antagonizan la acción normal de las hormonas, es decir,pueden unirse a un receptor sin activarlo 3) alteran el patrón de síntesis ymetabolismo de hormonas naturales, y/o 4) modifican los niveles respuesta delos receptores hormonales. Todos estos procesos pueden consultarse de formaesquematizada en la Figura 3.23.

Figura 3.2 Procesos de mimetización de las hormonas (adaptado de Sosa-Ferrera
et al. 2013)

tiroideas, alteraciones en el crecimiento, aumento en la incidencia de problemas relacionados con el tracto reproductor masculino, disminución de la  fertilidad, pérdida en  la  eficacia  del  apareamiento,  anomalías  del comportamiento, alteraciones  metabólicas  evidentes  desde  el  nacimiento, desmasculinización, feminización  y  alteraciones  del  sistema  inmune,  e incluso incremento en laincidencia de diferentes tipos de tumores.

Según la guía actual de la OMS titulada “Estado de la ciencia de los compuestosdisruptores endocrinos”2 son numerosas las alteraciones que puedenocasionar  los  EDCs  en  los  organismos  en  los  seres vivos, las  cualesincluyen lasprincipales enfermedades hormono-dependientes: disfunciones
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Todos los problemas citados anteriormente se suman al hecho de que lapresencia de disruptores endocrinos en el medio acuático es casiomnipresente, aumentándose aún más la preocupación sobre estoscompuestos. Existen diversas formas de llegada de estos compuestos al agua,pero normalmente son los vertidos incontrolados la mayor fuente detransferencia hasta el medioambiente. Otras fuentes son la excreción así comola eliminación inadecuada de fármacos en el ámbito doméstico, la escorrentíade actividades agropecuarias, los efluentes de industrias así comomovimientos de agua causados por fenómenos atmosféricos4.La forma más habitual de reducir los niveles de estos compuestos en elmedioambiente se basa en los tratamientos realizados en las estacionesdepuradoras de aguas residuales. No obstante, la presencia de estoscompuestos en los efluentes es habitual por lo que se están estudiandotratamientos más exhaustivos como la ozonización, la oxidación selectiva o eluso de filtros de carbono activo4. Por otra parte debe tenerse en cuenta que acausa de las características apolares e hidrofóbicas de la mayoría de EDCs,estos tienden a ser acumulados en los lodos de la depuradora, hecho que losconvierte en una fuente de contaminación añadida.El principal problema de los EDCs radica en que sus efectos nocivos se hanobservado a concentraciones a nivel de traza (ng/L), afectando tanto a la saludhumana como a un gran número de ecosistemas, principalmente el acuático.En el caso de los humanos, la forma más habitual de estos para alcanzar elorganismo es mediante la ingesta de agua potable. Por otro parte, debe tenersetambién en cuenta que suele darse la actuación simultánea de diversosdisruptores, lo que provoca la necesidad de reducir aún más los nivelespermitidos en aguas de consumo humano.Como consecuencia directa de los perjuicios para la salud que suponen losEDCs se han elaborado distintas legislaciones en torno a las aguassuperficiales. Dentro de la Unión Europea ésta queda recogida en la Directiva
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Marco Europea del Agua5, que nace como respuesta a la necesidad de unificarlas actuaciones en materia de gestión de agua. A modo de ejemplo, en el casode octilfenol y nonilfenol, los niveles máximos permitidos en aguassuperficiales son de 0.1 µg/L y 0.3 µg/L respectivamente. De forma análoga laEPA ha regulado las concentraciones máximas permitidas de nonilfenol enaguas en Estados Unidos, estableciendo dos niveles: 28 µg/L comoconcentración máxima puntual en aguas superficiales y 6.6 µg/L enexposiciones agudas6. No obstante, ninguna de las legislaciones citadasanteriormente establece criterios para otros disruptores reconocidos como esel caso del bisfenol A, hecho que obliga a realizar constantes revisiones deestas regulaciones.
Metodologías de análisis

De forma general, los avances realizados en el campo de la instrumentacióndurante las últimas décadas se han traducido, en el campo del análisis de EDCs,en mejoras en la detección, identificación inequívoca y cuantificación de estetipo de compuestos. Como ya se ha comentado en la introducción, estosavances van ligados sobre todo a las mejoras introducidas tanto encromatografía líquida como en espectrometría de masas, siendo esteacoplamiento el utilizado de forma predominante en la actualidad para elanálisis de este tipo de compuestos.

La correcta determinación de EDCs resulta aún hoy en día un reto analítico yaque implica alcanzar niveles de cuantificación a nivel de trazas y ultratrazas(g/L o ng/L), normalmente en matrices altamente complejas. Además, lapresencia ubicua de estos compuestos no suele permitir encontrar matriceslibres de ellos y a menudo es necesario lidiar con altos niveles decontaminación incluso en el  material  de laboratorio,  como ocurre en el  caso del análisis de plastificantes o detergentes.
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Para la detección de EDCs, la espectrometría de masas simple (Q) en modo SIMha sido ampliamente utilizada dadas las características inherentes a éstatécnica analítica. No obstante, como consecuencia de la alta complejidad de lasmuestras en la mayoría de los casos, la espectrometría de masas en tándem(QqQ) se ha impuesto ya que permite obtener una mayor selectividad y unaclara mejora en la identificación de los compuestos objetivo (conocidos).En cuanto a la identificación de nuevos compuestos, las tendencias másactuales se basan en el uso de la espectrometría de masas de alta resolución(HRMS, High-resolution mass spectrometry), incluyendo a los analizadores detipo sector magnético, a los de tiempo de vuelo (TOF, time of flight) y alorbitrap7. Más recientemente se han utilizado técnicas híbridas deespectrometría de masas para la identificación de nuevos compuestos, talescomo el acoplamiento Q-TOF8, que permite un nivel de certeza aún superiorpues proporciona espectros de iones producto en modo masa exacta.De forma paralela, las características de la cromatografía líquida hanevolucionado hacia tiempos de separación más bajos manteniendo los mismosniveles de resolución y de eficiencia de separación. Una de las formas dereducir el tiempo de análisis ha sido mediante el uso de columnas monolíticasHPLC que a diferencia de las habituales no contienen partículas, pudiéndosetrabajar a flujos mucho más elevados (hasta 10 mL/min) sin empeorar lascaracterísticas cromatográficas y reduciendo los tiempos de estabilizaciónentre gradientes. Sin embargo, la forma de trabajo predominante continúasiendo la cromatografía líquida de ultra alta resolución (UHPLC), que reduceconsiderablemente el tiempo de análisis utilizando tamaños de partícula pordebajo de las 2 µm. Por otra parte una de las tendencias actuales radica en eluso de columnas de interacción hidrofílica o HILIC (Hydrophilic Interaction
Chromatography), que se caracterizan por tener un mayor rango deselectividad en compuestos con muy distinto comportamiento9. Estas destacanpor su capacidad para retener compuestos muy polares mediante disolventestípicos de cromatografía de fase inversa. No obstante, aún es necesario mejorar
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la estabilidad de esta fase estacionaria para aumentar la vida útil de lascolumnas.Finalmente, la preparación de las muestras para analizar EDCs es necesaria portres razones: la eliminación de interferentes, el enriquecimiento de loscompuestos para alcanzar los límites de detección estipulados por lalegislación y el cambio de disolvente en el caso de que sea necesario. Tal ycomo se ha señalado en la introducción, las formas más comunes detratamiento de muestra actuales van encaminadas hacia la automatización, eluso de sorbentes avanzados y a la aplicación de técnicas de química verde.En los apartados siguientes se presentan tres trabajos en los que se ha hechouso del acoplamiento UHPLC-MS/MS con analizador de triple cuadrupolo parala determinación cuantitativa de EDCs. En el primero de ellos se hadesarrollado un método para la cuantificación de la mezcla técnica denonilfenol mediante la síntesis de uno de los isómeros que la componenmarcado con un carbono-13. En el segundo, se ha ampliado el método con unsegundo alquilfenol, el t-octilfenol y también se ha sintetizado su análogo conun carbono-13. Finalmente, se ha incluido el bisfenol A junto a los alquilfenolesanteriores y se han estudiado y optimizado dos metodologías de extracción, laSPE y la HF-LPME. Todos los compuestos estudiados fueron cuantificadosmediante IPD en matrices de alta complejidad, estudiando distintostratamientos de muestra.
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3.2 Determinación de nonilfenol en aguas por dilución
isotópica haciendo uso de su análogo marcado
isotópicamente con un solo carbono-13

Entre los cientos de compuestos catalogados como disruptores endocrinos seencuentra el nonilfenol. La determinación de la mezcla técnica presente en elmedio ambiente así como la síntesis del isómero escogido como patrón internomarcado isotópicamente se describen en el segundo artículo científico incluidoen esta tesis.Bajo el nombre de nonilfenol (NP) se engloba a toda una familia de compuestosfenólicos en los que existe una cadena alquílica, más o menos ramificada, connueve carbonos. Los nonilfenoles, y los alquilfenoles en general, han sidoampliamente utilizados como materia prima desde los años 60 para obtenerantioxidantes y aceites lubricantes, siendo su principal uso la obtención deetoxilatos de nonilfenol10. Estos derivados etoxilados, conocidos de formagenérica como alquiletoxilatos (APEO de las siglas en inglés), son compuestostensioactivos no iónicos y se caracterizan por su capacidad para reducir latensión superficial y formar parte de la interfase entre las partes hidrofóbicas ehidrofílicas en las emulsiones. Dadas las propiedades de los APEO su uso se haextendido en la elaboración de detergentes, emulsificantes y solubilizantes. Laforma más habitual de obtener el nonilfenol consiste en la alquilación demezclas de noneno obtenidas a partir de la pirolisis de la gasolina y de otrosproductos petroquímicos11. Como consecuencia este proceso origina unconjunto de nonilfenoles para-sustituidos de excelentes propiedades técnicasconocido como mezcla técnica de nonilfenol.El interés por monitorizar los niveles de nonilfenol en aguas surgió a partir delaño 1984 cuando Giger et al.12 establecieron que los productos de degradaciónde los nonilfenoletoxilatos, los nonilfenoles, eran más tóxicos para el medioacuático que sus predecesores. Como consecuencia de éste y de otros muchos
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estudios, la producción de nonilfenol y de su derivado etoxilado fue restringidaen la Unión Europea tal y como se recoge en la directiva 2003/53/EC13.Además, el nonilfenol fue catalogado como una substancia peligrosa prioritariadentro de la Directiva Marco del Agua, la cual regula los niveles máximos enaguas de uso público. En esta regulación se recogen los parámetros de calidadmedioambiental (EQS) para un gran número de contaminantes en aguas,estableciéndose tanto las concentraciones máximas permitidas como laspuntuales en distintos tipos de aguas. Estos valores se pueden consultar en laTabla 3.1.De la Tabla 3.1 cabe destacar la inclusión del n-nonilfenol (el isómero lineal),con número CAS 104-40-5, que es un compuesto sin interés tecnológico y queno se observa en las muestras de aguas medioambientales a diferencia de lamezcla técnica (25154-52-3 y 84852-15-3). Por otra parte, estos niveles tanbajos de concentración legislados en aguas, unidos a la necesidad de un controlexhaustivo de todas las fuentes de contaminación que surgen tanto durante eltratamiento de muestra como durante su determinación, han originado que ladeterminación de nonilfenol aún sea complicada.Uno de los problemas con los que debemos enfrentarnos radica en la seleccióndel patrón, la sustancia de referencia en la determinación analítica. Laselección del patrón de cuantificación es un aspecto clave y debe ser abordado
Tabla 3.1 Criterios de calidad medioambiental5 para el nonilfenol en distintos
tipos de agua.

Números CAS alos que aplica
Promedio anual Concentración máximapuntual permitidaAguascontinentalessuperficiales Otros tipos deaguas Aguascontinentalessuperficiales Otros tiposde aguas25154-52-3104-40-584852-15-3 0.3 µg/L 0.3 µg/L 2 µg/L 2 µg/L
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con detenimiento14–16. Para una correcta cuantificación y, si así se considera,una adecuada evaluación de los posibles efectos sobre la salud humana y elmedio ambiente, cabe tener en cuenta los siguientes aspectos:- La composición de la mezcla técnica depende del fabricante y del lotede producción.- La estabilidad en el medio (tanto a ataques físico-químicos comobacterianos) depende de cada isómero concreto. Parece ser que losmenos ramificados y los de mayor ramificación que presentenimpedimentos estéricos sobre el carbono-α (el de la cadena alquílicaque se encuentra unido al anillo aromático), son más persistentes en elmedio.- El comportamiento en el espectrómetro de masas está afectado por elefecto matriz y por el patrón de fragmentación. Ambos dependen delisómero concreto.Todo ello dificulta la selección del patrón para llevar a cabo la determinaciónde estos compuestos, puesto que, en función del patrón escogido, losresultados cuantitativos y cualitativos pueden ser diferentes.En la presente tesis se aborda la problemática planteada a través de laselección de uno de los isómeros y de la síntesis de su análogo marcadoisotópicamente. Con ello se asegura la coelución cromatográfica y, por tanto, laminimización del efecto matriz. Sin embargo, queda claro que sólo secuantificará correctamente a aquellos isómeros que presenten el mismo patrónde fragmentación. La evaluación del potencial disruptor endocrino queda fueradel alcance y del propósito del presente trabajo.La selección del isómero se ha llevado a cabo atendiendo a la existencia deproductos comerciales de partida, a la facilidad y viabilidad de la síntesis en unespacio corto de tiempo y a la información bibliográfica disponible respecto desu uso y su representatividad dentro de la mezcla técnica. El isómerofinalmente seleccionado ha sido el 4-(3,6-dimetil-3-heptil)fenol.
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Desarrollo experimental

La metodología propuesta supone una alternativa a la cuantificación mediantecurva de calibrado tradicional, ya que se realiza la cuantificación mediantedeconvolución de perfiles isotópicos con 13C1-nonilfenol. Para demostrar laaplicabilidad de este método se validó en matrices altamente complejas comolas aguas residuales, tanto de entrada (influente) como de salida (efluente). Lasmuestras de aguas residuales fueron tomadas en la estación depuradora deaguas residuales de Castellón, mediante un convenio establecido entre lasociedad FACSA y nuestro grupo de investigación.

Como se podrá consultar a continuación, en el segundo artículo científicoincluido en esta tesis se ha desarrollado y validado un método de análisis parala determinación de la mezcla técnica de nonilfenol en aguas residuales a losniveles establecidos por la legislación vigente. Para ello se ha utilizado laextracción en fase sólida (SPE) en modo off-line como método de extracción yconcentración del analito, seguida de su análisis mediante UHPLC-ESI-MS/MS.

En primer lugar se utilizó SPE para poder alcanzar la sensibilidad adecuada. Deforma general, dicho procedimiento se basa en la retención en la fase sólida (osorbente) de los compuestos de intererés tras pasar la muestra acuosa, paraser finalmente eluídos en un volumen menor de disolvente. El procedimientohabitual está basado en las siguientes etapas: 1) acondicionamiento de loscartuchos con metanol, 2) paso de la muestra en fase acuosa, 3) lavado para laeliminación de interferentes retenidos y 4) elución de los analitos,normalmente con acetonitrilo, acetona o metanol. En este trabajo se introdujouna etapa  previa  al  acondicionamiento  de  los  cartuchos  basada  en  el lavado deéstos (y de los adaptadores acoplados a estos) con acetona para reducir la contaminación observada de nonilfenol. Por otra parte, se eliminó la etapa de lavado de interferentes para reducir el tiempo de manipulación de muestra y evitar pérdidas de analitos. En cuanto al sorbente, se utilizaron cartuchos que contenían como sorbente sílica C18 ya que presentaron una 
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La técnica SPE destaca por su fiabilidad, gran variedad de sorbentes y facilidadde manejo. Estas características se traducen en una elevada aplicación enlaboratorios de rutina. No obstante la modalidad off-line tiene la grandesventaja de necesitar largos tiempos de tratamiento de muestra que puedenalargarse incluso a toda la jornada laboral.Por otro lado, las condiciones cromatográficas fueron optimizadas paraseleccionar finalmente condiciones isocráticas. La composición de la fase móvilfue metanol:agua (95:5), y se utilizó 0.01% de NH3 y 0.1mM de NH4Ac comomodificadores. La aplicación de gradientes generaba, durante el ciclocromatográfico, la acumulación de restos del compuesto presente a nivel deultratrazas en reactivos y en el agua desionizada.

mayor  retención  de  los  analitos  frente  a  otros  cartuchos  de  tipo  poliméricotambien evaluados. Entre  los  diferentes solventes de  elución ensayados se seleccionó al metanol, ya que ofreció los mejores valores de recuperación en  términos  absolutos. Además, la evaporación del  extracto hasta  un volumen de 0.5 mL permitió suintroducción directa en el sistema de medida.

La principal mejora introducida en este método, respecto a procedimientosanteriores, recae en el desarrollo de un método cuantitativo basado en ladeconvolución de perfiles isotópicos. Además, siguiendo los principios delmarcaje isotópico mínimo, se sintetizó un isómero no comercial del nonilfenolcon sólo un carbono-13. Esta alternativa a los ILIS tradicionales (marcados convarios carbonos o deuterios) busca minimizar la presencia de posibles efectosisotópicos a lo largo del análisis. Además, esta cuantificación se comparó con larealizada utilizando el n-nonilfenol a modo de patrón interno. Se observó quelos cálculos por IPD reducían de forma considerable el tiempo de análisis y queel uso de un análogo enriquecido con un carbono-13 permitía corregircorrectamente todo el proceso analítico así como el efecto matriz.
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Finalmente, la metodología fue validada a dos niveles (0.1 y 1 µg/L) medianteensayos de fortificación en aguas residuales tanto de influente como efluente,así como agua embotellada.Síntesis y caracterización del 13C1-nonilfenolLa síntesis del isómero escogido como patrón, 13C1-4-(3,6-dimetil-3-heptil)fenol (o 13C1-NP), se basó en una alquilación Friedel-Craft del 13C1-fenolcon un nonilalcohol terciario, utilizando trifloruro de boro a modo decatalizador. La reacción realizada puede ser consultada más adelante, en elsegundo artículo científico incluido en esta tesis.En cuanto a su caracterización estructural, ésta se realizó mediante resonanciamagnética nuclear (RMN) tanto de carbono-13 como de protón. En términosgenerales, la RMN consiste en la técnica analítica que aporta mayorinformación estructural en cuanto a la posición y entorno de los átomos de 13Cy 1H. Se basa en la distinta resonancia observada para estos núcleos cuando seles aplica un campo magnético en función de su entorno. Así, un simple análisispor RMN de protón permite saber el tipo de protón (por su desplazamiento enppm), cuántos protones hay unidos a los carbonos contiguos (por lamultiplicidad) y cuántos protones hay de cada tipo (por la integración). Porotro lado, a partir del análisis de RMN de 13C se obtienen los desplazamientosde los distintos carbonos, complementando el análisis 1H por RMN. Tal y comose puede apreciar en la Figura 3.1 a), en este trabajo destaca la alta señalobtenida para el 13C del fenol, mucho más intensa que el resto de picos. Suintensidad tan alta se debe a que el 98% de átomos de esta posición son 13C,mientras que en el resto son solo el porcentaje natural, un 1.1%. Esto originóademás un hecho insólito en el 13C RMN: el desdoblamiento de los carbonoscercanos al 13C, tal y como se observa de forma habitual en la multiplicidad del1H. La descripción completa de todas las señales se puede consultar en elartículo 2.
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En último término todo el proceso de análisis de los espectros obtenidos fuefacilitado gracias a la utilización del software MestReNova© que además escapaz de simular los espectros de cualquier molécula a partir de su estructura.De esta forma fue posible la interpretación de los espectros obtenidos tras laresonancia magnética nuclear así como la asignación de cada tipo de protón ycarbono contenidos en el producto sintetizado análogo.
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3.2.1 Artículo científico 2

Fast methodology for the reliable determination of nonylphenol in water
samples by minimal labeling isotope dilution mass spectrometry.Fabregat-Cabello, N., Castillo, Á., Sancho, J. V., González, F. V. & Roig-Navarro,A.F. Journal of Chromatography A 2013, 1301, 19–26.

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 spectrometry1Journal of Chromatography A 1301 (2013), 19–26
Neus Fabregat-Cabello,a Ángel Castillo,a Juan V. Sancho,a Florenci V.
González,b Antoni Francesc Roig-Navarro. *,a

aResearch Institute for Pesticides and Water, Universitat Jaume I, E-12071, Castellón,
Spain.
bDepartament de Química Inorgànica i Orgànica, Universitat Jaume I, E-12071, Castellón,
Spain1Presented at the XII Scientific Meeting of the Spanish Society of Chromatography andRelated Techniques, Tarragona, Spain, November 2012.
ABSTRACTIn this work we have developed and validated an accurate and fastmethodology for the determination of 4-nonylphenol (technical mixture) incomplex matrix water samples by UHPLC-ESI-MS/MS. The procedure is basedon Isotope Dilution Mass Spectrometry (IDMS) in combination with IsotopePattern Deconvolution (IPD), which provides the concentration of the analytedirectly from the spiked sample without requiring any methodologicalcalibration graph. To avoid any possible isotopic effect during the analyticalprocedure the in-house synthesized 13C1-4-(3,6-dimethyl-3-heptyl)phenol) wasused as labeled compound. This proposed surrogate was able to compensatethe matrix effect even from wastewater samples. A SPE pre-concentration steptogether with exhaustive efforts to avoid contamination were included to reachthe signal-to-noise ratio necessary to detect the endogenous concentrationspresent in environmental samples. Calculations were performed acquiring onlythree transitions, achieving limits of detection lower than 100 pg/g for allwater matrix assayed. Recoveries within 83-108% and coefficients of variationranging from 1.5% to 9% were obtained. On the contrary a considerable
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overestimation was obtained with the most usual classical calibrationprocedure using 4-n-nonylphenol as internal standard, demonstrating thesuitability of the minimal labeling approach.
KEYWORDS: Nonylphenol, Isotope dilution mass spectrometry, Minimallabeling, Isotope pattern deconvolution, LC-MS/MS, Wastewater analysis

1. INTRODUCTIONNonylphenols (NPs) are degradation products of non-ionic surfactants, NPpolyethoxylates, which have been widely used in the production of detergents,plastics, textiles, paper and agricultural chemical products. Since they are ableto mimic the structure of the natural hormone 17β-estradiol, which confers onthem endocrine disrupting capabilities [1], NPs have been included in the listof priority substances in the Water Framework Directive (WFD) [2] and in theDirective of Environmental Quality Standards(EQSD) [3]. The new proposal fora Directive amending the WFD and EQSD (COM(2011)876) [4] legislates themixture of isomers nonylphenol (CAS 25154-52-3) including isomers 4-nonylphenol (linear) (CAS 104-40-5) and 4-nonylphenol (branched) (CAS84852-15-3). Nevertheless, as far as we know the linear isomer has not beendetected in water samples at significant concentrations and its estrogenicpower is lower than in branched isomers [5]. Therefore, the evaluation of theharmful 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 toassess the EQS for these compounds in a great variety of complicated matrices,the development of adequate analytical methods to determine NP is still achallenge [5, 6, 8, 9].
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Both GC-MS [6, 8–10] equipped with a single quadrupole and LC-MS [11] withsingle 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 performany derivatization step, which increases the total analysis time and may showlow yields in complex matrices [10]. On the other hand, in UHPLC-MS/MS theoverall NP isomers elute as a single chromatographic peak, making possiblethe simultaneous quantification of NP with the same fragmentation pathway.Normally, an off-line preconcentration step by solid-phase extraction (SPE) isrequired to allow the determination of NP at the levels established in thelegislation.Nowadays there is still no consensus in the selection of a NP isomer whichrepresents both the estrogenic power and the composition of NP in nature. Dueto the complexity of the vast majority of environmental samples, the use of aninternal standard (IS) during NP determination is almost mandatory. Thisselected IS should show the same behavior than NP, regarding sampletreatment and instrumental measurement [5]. As far as we know, with theexception of Rabouan et al [5], all published papers have used somecommercial technical mixture as quantification standard. On the other handseveral internal standards have been employed. In GC/MS, isomers 13C6-363-NP (4-(3,6-Dimethyl-3-heptyl)phenol-ring-13C6) [6] and 4-sec-NP(4-(2,6-dimethylhept-3-yl)phenol)[10] have been used and each one was comparedwith the linear isomer 4-n-NP, other usual internal standard . Both papersconsider the linear isomer unsuitable due to the different behavior during SPEstep [6] or to the different derivatization yield [10] compared to branched NP.Regarding LC-MS (or MS/MS), 4-n-NP-d8 has been used satisfactorily by Looset al [7, 12] although in older works [14] it has been considered as unsuitabledue to low purity of the standard. Another deuterated isomer, 4-n-NP-d4, hasbeen also employed as surrogate [13]. Ferguson et al. [11] discuss the potentiallimitations of the method using the isomer 13C6-4-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 isomerscoelute. However, the branched NP elutes at different retention time, probablytogether with different matrix, and hence the quantification is approximate.The use of an appropriated internal standard with identical retention timethan the analyte might provide the true concentration of NP in complex matrixwater samples. In this sense, according to González-Antuña et al. [15, 16] aminimal labeling (e.g. a single 13C label in the molecule) ensures the samephysicochemical behavior between the analyte and the isotopically labeledinternal standard. The problem associated with this choice is the non-linearisotope dilution calibration graphs owing to the spectral overlap. Neverthelessit can be overcome using Isotope Pattern Deconvolution (IPD).IPD permits the calculation of the molar fraction of natural and labeledcompound in the spiked sample by multiple linear regression using the wholeor a part of the mass isotopomer distribution [17]. In addition, this alternativeapproach does not require any methodological calibration graph, so the totalanalysis time is drastically reduced. Recently, IPD has been adapted to thedetermination of diclofenac by UHPLC-MS/MS, demonstrating its applicabilityto tandem mass spectrometry [18].In this work, we propose a procedure based on minimal labeling and IPD forthe determination of NP in water samples by SPE-UHPLC-MS/MS. For thispurpose, the labeled branched isomer 13C1-4-(3,6-dimethyl-3-heptyl)phenol(13C1-363-NP) has been synthesized in our laboratory and characterized interms of isotope composition and concentration. Furthermore, possible matrixeffect has been corrected since labeled NP surrogate, enriched in a singlecarbon atom, coelutes with NP. The method has been validated in bottledwater, effluent wastewater and influent wastewater spiked at twoconcentration levels. Finally, the figures of merit provided by the developedmethodology were compared with those obtained by the usual externalcalibration using 4-n-NP as internal standard.
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2. MATERIALS AND METHODS

2.1 Reagents and materialsThe technical 4-nonylphenol mixture (NP) of chain isomers (no. 290858) waspurchased from Sigma-Aldrich (Steinheim, Germany) and 4-n-nonylphenol (4-n-NP) were delivered by Dr. Ehrenstorfer (Augsburg, Germany). Stocksolutions were prepared by dissolving the corresponding standards indichloromethane. All stock solutions were stored at -20 ºC and employed toprepare daily gravimetrically diluted working standard solutions in methanol.Methanol, acetonitrile and dichloromethane solvents (analysis grade) as wellas formic acid (reagent grade) and ammonium acetate (reagent grade) wereprovided by Scharlau (Barcelona, Spain). Solid phase extraction (SPE) wasperformed using C18 cartridges Extrabond of 3 mL volume and 500 mgsorbent which were also provided by Scharlau. The pH of the mobile phase wasadjusted approximately to 7 by adding ammonium hydroxide from Fluka(Buchs, Switzerland). HPLC-grade water was obtained by purifyingdemineralized water in a Milli-Q gradient A10 (Millipore, Bedford, MA, USA).Commercially bottled water stored in polyethylene terephthalate (PET) bottleswas 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 werepurchased from Alfa Aesar (Karlsruhe, Germany). The 13C1 -4-(3,6-dimethyl-3-heptyl)phenol (13C1 –NP) was synthesized using 13C1 -phenol from CambridgeIsotope Laboratories (Andover, MA, USA).
2.2 Synthesis of 13C1-nonylphenolThe synthesis of 13C1-4(3,6-dimethyl-3-heptyl)-phenol ( or 13C1-363 NP) wasbased on a Friedel–Crafts alkylation of 13C1-labelled phenol and a tertiarynonylalcohol employing BF3-ether complex as catalyst [19, 20]. The procedureis 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 themain 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 13C1-labelled phenol (125 mg, 1.31 mmol) and3,6-dimethyl-3-heptanol (126.5 mg, 0.88 mmol) in hexanes (50 mL) was addedboron trifluoride etherate (156 µL, 0.9 mmol). The resulting mixture wasstirred overnight, then ice-water (50 mL) was added and extracted withhexanes (3 x 30 mL). The organic layers were dried (sodium sulfate), filteredand concentrated under vacuum to afford a a crude oily product which waspurified through liquid chromatography (silica-gel, hexanes: ethyl acetate(15:1)) to afford 140 mg (yield = 72%) and characterized by 1H NMR and 13CNMR.

Figure 1. Synthesis pathway of labeled 13C1-4-(3,6-Dimethyl-3-heptyl)-phenol(13C1-NP).
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Spectroscopic data of 13C1-4(3,6-dimethyl-3-heptyl)-phenol: 1H NMR (CDCl3,500 MHz) δ 7.16 (1H, d, J = 9.2 Hz), 7.14 (1H, d, J = 9.1 Hz), 6.81 (1H, d, J = 8.8Hz), 6.80 (1H, d, J = 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, J = 6.9 Hz),0.69 (3H, t, J = 7.5 Hz) ppm; 13C NMR (CDCl3, 125 MHz) δ 152.8, 140.3 (d, J = 8.2Hz), 127.6, 114.8 (d, J = 66.2 Hz), 40.6, 40.3, 35.7, 33.2, 28.7, 23.6, 22.7, 8.7ppm.Purity was evaluated by GC-EI-MS (see Figure 2). Since only one peak was
analogue are also included in Figure 2. As can be observed, the main fragmentions corresponding to the labelled compound are shifted by one mass unit.

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

obtained, the content of 13C1-nonylphenol was established as higher than99.9%. The mass spectra of the 13C1-nonylphenol and the analogous  natural
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2.3 InstrumentationIdentification and quantification of analytes were carried out using an AcquityUPLC system (Waters Corp., Milford, MA, USA), equipped with a binary solventmanager and sample manager. An Acquity UPLC HSS T3 column 1.8 µm, 2.1mm x 100 mm (i.d.) (Waters) was used. The column oven was set at 40 ºC, theflow rate was 300 µL/min and the injection volume was 20 µL. The separationwas performed under isocratic conditions with a mobile phase consisted of95% methanol/bottled water with 0.01% ammonia and 0.1 mM ammoniumacetate.A TQD (quadrupole-hexapole-quadrupole) tandem mass spectrometer with anorthogonal Z-spray-electrospray interface (Waters) was used for UHPLCanalysis. The mass spectrometer was operated in negative mode electrosprayionization in selected reaction monitoring (SRM) mode. Drying as well asnebulising gas was nitrogen, obtained from a nitrogen generator N2 LC-MSadapted for LC-MS analysers (Claind, Teknokroma, Barcelona, Spain). Theoperating parameters of the spectrometer were capillary voltage 3.30 kV, andsource and desolvation temperatures 120 and 350 ºC, respectively. The conegas and desolvation flow were set at 40 and 400 L/h. For operation in MS/MSmode, collision gas was Argon 99.995% (Praxair, Madrid, Spain) with apressure of approximately 4·10-3 mbar in the collision cell. Dwell times of 0.1s/scan were chosen. Masslynx v 4.1 (Waters, Manchester, UK) software wasused to process the quantitative data obtained.Gas chromatography analyses were performed using an Agilent 6890 Series GCequipped with a split–splitless injection port, and mass spectrometric detector(Agilent 5973 N MSD) with an electron ionization (EI) source and MPS2autosampler from Gerstel (Linthicum, MD, USA). The GC was fitted with a 30 mx 0.25-mm (i.d.), 0.25-µm DB-5MS column (Hewlett–Packard). The columntemperature was initially held at 60 ºC for 1 min, and then a temperature rampof 10 ºC/min was applied until 300 ºC and this temperature was maintainedfor 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 ºC and a sample volume of 2 µL wasinjected in splitless mode.
2.4 Extraction of technical NP from waterBefore loading the SPE cartridges, all effluent (EWW) and influent (IWW)wastewaters with observable suspended particulate matter were decanted bypouring the water after sedimentation slowly from the sample bottles intoclean 1 L glass (Schott-Duran) bottles [12]. IWW samples were diluted fivetimes in bottled water due to their high complexity and organic matter content.C18 cartridges were previously rinsed with 6 mL of acetone and conditionedwith 6 mL of methanol and 6 mL of bottled water. 200 mL of water werespiked with an appropriate amount of the 13C1-NP, according to the randomerror propagation theory [21]. Accurate and precise results will be obtainedwhen the ratio of concentrations between the natural and labeled compound isin the range of 0.1 to 10. To prevent volumetric errors, the amount of sampleand spike added were determined gravimetrically. Then, the sample waspassed through the cartridge by gravity (flow around 3 mL/min). After dryingfor 30 min, analytes were eluted with 5 mL of methanol. Finally, the extractwas evaporated to a volume of around 0.5 mL with a gentle stream of nitrogen(40 ºC) in a water bath.
2.5 Reduction of blank contaminationOne of the main challenges in the determination of nonylphenol is havingunder control all the possible contamination sources [22]. The amount of NPcoming from all the possible contamination sources of the developed methodhas been minimized and subtracted to the total measured NP concentration.The main contribution of the sought compound was from Milli-Q water, LCsepta and SPE cartridges. Actually, due to the noticeable levels detected inMilli-Q water, bottled water stored in PET bottles has been employed as asample blank. The selection of appropriate LC septa is also critical, since mostPTFE/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 capswere rinsed with methanol. On the other hand, SPE cartridges were rinsedwith acetone and dried before use.Finally, according to the cleaning procedure of Chen et al. [23], glassware waswashed with tap water, sonicated with Milli-Q water and then rinsed withacetone, 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 withinthe range of 10-30 pg/g.
2.6 Determination of technical NP by Isotope Pattern

DeconvolutionFor the quantification of NP three transitions were employed: 219 > 133, 220 >134 and 221 > 135. The molar fractions (Xnat and Xlab) of natural abundanceand labeled NP were calculated by multiple linear regression using thefollowing system of equations:
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where the ji

mixA
 values corresponds to the measured relative abundance of thecompound in the mixture for the SRM transition of nominal masses i > j and the

ji
natA
 and ji

labA
 values the theoretically calculated or experimentally measuredabundances for the natural NP and labeled 13C1- NP, respectively. The amount(mols) of natural abundance NP in the sample, Nnat, is then calculated usingequation (2) where the amount (mols) of labeled NP added, Nlab, must beknown.
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Confirmation of positive findings was carried out by calculating the peak arearatios between the quantification transition (Q) 219 > 133 and theconfirmation transition (q) 219 > 147, and comparing them with ion-ratiosfrom a reference standard.
3. RESULTS AND DISCUSSION

As it was reported in a previous work [18], the application of IPD to tandemmass spectrometry (QqQ) in Selected Reaction Monitoring (SRM) moderequires the calculation of the product ions mass isotopomer distribution ofnatural abundance and isotope-labeled compound. For the quantification of NPthe neutral loss of a C6H14 group in the molecule was selected [9]. The resultingmass isotopomer distribution coming from each isotope pattern werecomputed using the software Isopatrn implemented by L. Ramaley et al. [24].Then, molar balances for all these transitions were established as a function ofeach compound. The procedure is illustrated in Figure 3, where the measuredisotope pattern of the spiked sample is deconvoluted into its constitutingcomponents by multiple least squares, providing the molar fraction of NP (Xnat)and 13C1-NP (Xlab).
3.1 Study of the spectral purity and isotope enrichment of

13C1-nonylphenolThe accuracy of the IPD procedure relies on the correct value of the relativeabundances employed for NP and 13C1-NP. In tandem mass spectrometrydifferent fragmentation pathways can take place simultaneously, leading todifferent product ions.
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Figure 3. Illustration of the IPD process for a mixture containing an equimolar amountof nonylphenol (NP) and 13C1-nonylphenol (13C1- NP).
The overlapping of the selected fragmentation cluster with any adjacentcluster ion (with one extra hydrogen or one hydrogen less) [15] modifies theisotopomer distribution of each isotope pattern, thus it has to be taken intoaccount. In order to quantify the contribution of each individual source to theoverall selected cluster, a complete cluster characterization was performedbefore isotope dilution analysis using multiple linear regression [15, 25]. Astandard solution of around 500 ng/g of NP in methanol was injected 10 timesto the UHPLC-MS/MS in SRM mode, including all transitions corresponding tothe fragment clusters [M-H-C6H14]-, [M-H-C6H15]- and [M-H-C6H13]-. The resultsshowed a contribution of 96.0 ± 0.3 for [M-H-C6H14]- and 4.0 ± 0.3% for [M-H-C6H15]- 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 naturalabundance nonylphenol was recalculated to include the [M-H-C6H15]-contribution.For the calculation of the isotopomer distribution of 13C1-NP, the extent oflabeling must be determined previously. To this end, standard solutionscontaining 500 ng/g of 13C1-NP were injected in the UHPLC-MS/MS system(n=5). The measured cluster abundances were compared with those calculatedfor theoretical enrichments of the labeled compound from 96.5 to 99.5% 13C1.Itis worth stressing that the fragmentation pattern is independent of the isotopecomposition of the molecule (natural or labeled), thus the theoretical clusterabundances of 13C1-NP were also recalculated including the [M-H-C6H15]-contribution. Since the lower the sum of squares of errors, the more similar themass isotopomer distribution examined, the computation of such errorsallowed us to find the 13C1 enrichment of the molecule. A clear minimum wasobtained for around 98 atom % 13C1 for all the replicates (see Figure 4).Accordingly, the theoretical isotopomer distribution of the labeled compoundwas calculated assuming a 13C1 enrichment of 98%.
Table 1. Contribution of the main theoretical pure clusters to the final measuredcluster in different water samples for NP

Fragment ion
Relative abundances (%)

Bottled
water

Surface
water

Effluent
wastewater

Influent
wastewater[M-H-C6H14]- 96.1 ± 0.4a 96.2 ± 0.4 95.4 ± 0.4 95.5 ± 0.4[M-H-C6H15]- 3.9 ± 0.4 3.8 ± 0.4 4.6 ± 0.4 4.5 ± 0.4a 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 13C1-NP, the IPDapproach can be applied. The resulting overdetermined system of equationscan be expressed, in matrix form, as
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The ji
mixA
 values corresponds to the measured relative abundance of thecompound in the mixture for the SRM transition of nominal masses i > j. Thesevalues are determined experimentally by peak area integration of severalproduct ions. The relative abundance of each fragment is then calculateddividing the peak area of a given SRM transition by the sum of all areas. As wehave more parameters (transitions) than unknowns (molar fractions) an errorvector is included in eqn (3). The best values of Xnat and Xlab are found by leastsquare minimization of the error vector ‘e’.Finally, only three SRM transitions were selected (219 > 133, 220 > 134 and221 > 135), according to the random error propagation theory, to makepossible the application of this alternative technique in routine multi-residueanalysis.
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Figure 4. Calculation of the 13C enrichment for a standard solution containing 500 ng/gof 13C1-nonylphenol (13C1- NP).
3.2 Optimization of chromatographic conditionsIn order to achieve the elution of NP as well as 4-n-NP different mobile phasesbased on methanol or acetonitrile and water were tested. The addition ofdifferent modifiers such as ammonia, ammonium acetate and formic acid werealso evaluated.The use of gradient conditions led to inappropriate higher areas due to thetrace nonylphenol contamination of Milli-Q water, which is accumulated at thehead of the column. As a consequence, isocratic conditions were employed.Regarding mobile phase composition, higher sensitivity was observed when
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the analyte was eluted with methanol instead of acetonitrile. The addition ofammonia as a modifier also increased the signal of the analyte while formicacid decreased it. We also observed that combination of ammonium acetatewith ammonia did not decrease significantly the signal but stabilized it.According to this, a mobile phase consisted in 95:5 methanol:water containing0.01% ammonia and 0.1mM ammonium acetate was selected. In thisconditions the compounds were eluted in a 3-minutes run without the need ofcolumn stabilization between injections. Finally, we reduced the backgroundassociated to blank contamination using bottled water instead of Milli-Q water.
3.3 Solid-phase extractionTo reach the sensitivity necessary to detect the typical concentrations of NPpresent in environmental samples an off-line pre-concentration step wasincluded. For this purpose, bottled water was spiked with NP at twoconcentration levels; namely, 0.1 ng/g and 1 ng/g.In spite of some authors reject the use of any plastic material during theanalytical procedure [22] SPE was selected because it is a simple and rapidisolation technique widely used in routine laboratories. The use of Oasis HLBcartridges was rejected due to the low recoveries described in literature [26,27] associated to the high hydrophobicity of NP. Following literaturerecommendations [26], samples were passed through C18 cartridges. Theelution solvents tested were acetonitrile and methanol. Although no relevantdifferences 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 samplevolumes were evaluated. It was observed that 100 mL of water spiked at thelow concentration tested were not enough to confirm the presence ofnonylphenol, i.e. the peak area corresponding to the transition 219 > 147 wastoo low. Therefore, the sample volume was increased up to 200 mL, which didnot 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 toobtain satisfactory recoveries (see next section).
3.4 Method validationAnalytical characteristics of the developed method were evaluated in threetypes of water samples (bottled, EWW and IWW). Accuracy and precision wereestimated from recovery experiments of the target compound at twoconcentration levels, analyzing three independent replicates injected threetimes 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 endogenousnonylphenol concentration. Afterwards, the synthesized labeled compound13C1-NP was added at the same concentration level as NP. Since it was notpossible to obtain a true blank sample, bottled water, EWW and IWW werepreviously analyzed and the concentrations of the analyte found weresubtracted from the spiked samples, resulting in higher errors in the recoverycalculation. Figure 5 shows the chromatograms corresponding to the differentspiked water samples analyzed at their low validation level. As can be seen, thelabeled and natural nonylphenol co-elute, thus there were no chromatographicisotopic effects and recoveries within 83-108% were obtained (Table 2).Thisvalues 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 maximumrequired by SANCO guide [28] (RSD ≤ 20%).The spiked samples were also quantified by classical calibration curveemploying 4-n-NP as internal standard. To this end, increasing concentrations(0.05-5 µg/g) of NP in methanol containing 0.4 µg/g of 4-n-NP were injected intriplicate through the UHPLC- MS/MS. To build the calibration graph, relativeareas were used, selecting the transition (219 > 106) for the linearnonylphenol and (219 >133) for NP. We spiked samples at 1ng/g of 4-n-NPand 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 ineffluent wastewater. Due to the fact that 4-n- NP elutes at different retentiontime than NP it cannot mimic the behavior of the analyte, especially incomplicated sample matrix such as effluent wastewater in which no sampledilution was performed. Contrary to previous publications [14], we observedthat in this case linear nonylphenol was not well suited as internal standard.In the line of European Commission Decision 2002/657/EC [29], theconfirmation of the positive findings were carried out by calculating the peakarea ratio between the most intense transition (219 > 133) and theconfirmation transition (219 > 147).

Figure 5. Chromatograms in negative electrospray ionization for technicalnonylphenol 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 13C1-NP to these transitions, this waslow enough to not to induce false positives, making possible the appropriateconfirmation of the samples.Finally, the limit of detection (LOD) and limit of quantification (LOQ) wereestimated for S/N = 3 and S/N = 10, respectively, from the chromatogram ofthe lowest concentration level tested. The values obtained are shown in Table3 and were similar to other conventional methods proposed for thedetermination of NP [14, 26, 30]. In the line of the new proposal for a WaterFramework Directive, the annual average value for technical nonylphenol inwaters is 0.3 µg/L, whereas the maximum acceptable concentration (MAC-EQS) is 2 µg/L. Thus the developed procedure could be very useful to carry outa fast determination of NP at the levels established by the legislation.
Table 2. Recovery of technical nonylphenol in bottled water and effluent and influentwaste water obtained by minimal labeling and by a classical calibration curve.

Recovery (%)

Sample
Validation level

(ng/g)
Minimal labeling

and IPD

Classical
calibration
procedure

Bottled Water
0.1 97 ± 9a 165 ± 81 104 ± 5 123 ± 18

Effluent
Wastewater

0.1 83 ± 5 385 ± 551 106.0 ± 1.8 596 ± 20
Influent

Wastewater

1 107 ± 8 157 ± 4110 108.0 ± 1.5 151 ± 55aThe uncertainty of the values corresponds to 1s standard deviation of threeindependent replicates injected three times each.
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Table 3. Limits of detection (LODs) and limits of quantification (LOQs) and blankvalues in the three matrices studied.

a Blank values correspond to one replicate injected three times
4. CONCLUSIONS

An UHPLC-MS/MS method for the determination of NP in wastewater sampleshas been developed and validated. The selected quantification procedure isbased on isotope dilution mass spectrometry and isotope patterndeconvolution which provides reliable and fast results. Each sample is spikedwith a minimal labeled internal standard, separated in the UHPLC-MS/MSsystem and quantified without the need to resort to any methodologicalcalibration graph. The labeled branched isomer 13C1 -4-(3,6-dimethyl-3-heptyl)phenol has been synthesized and used as surrogate. Since thiscompound is enriched in a single carbon atom it shows identicalphysicochemical properties than the technical NP mixture assayed andtherefore the same retention time. Thus, it provides a suitable matrix effectcorrection in ESI ionization source. The validated method is robust andsensitive, even in influent wastewater. High accuracy (recovery near 100%)and precision (CV bellow 10%) are obtained which confer on the procedurehigh reliability for the determination of NP at the EU legislation requirements.On the contrary, when quantifying with the most usual classical calibrationprocedure with 4-n-NP as internal standard important overestimation wasobserved, especially in effluent wastewater.

Sample
Limit of

Detection
(pg/g)

Limit of
Quantification

(pg/g)

Blank value
(pg/g)

Bottled water 9 29 18.1 ± 0.6a
Effluent Wastewater 6 21 102.6 ± 2.4
Influent Wastewater 86 290 801 ± 21
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Future works will be in line with the synthesis of new single 13C labeledstandards for the development of multiresidue methods with the inclusion ofother legislated alkylphenols combining IPD calculations. Moreover,alternative extraction methods able to be used in routine laboratories shouldbe investigated to reduce the time associated to the off-line preconcentrationstep by SPE.
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3.3 Desarrollo y validación de un método para la
cuantificación de alquilfenoles por espectrometría
de masas de dilución isotópica

Tal y como se ha reseñado en el apartado anterior, los alquilfenoles son ungrupo de disruptores endocrinos que han sido ampliamente utilizados y que,por lo tanto, suponen un riesgo para el medio acuático en su conjunto. En estetercer trabajo, a modo de ampliación y mejora de la metodología de análisisdesarrollada en el artículo científico 2, se desarrolló y validó en aguasresiduales un método de cuantificación basada en IPD, esta vez incluyendo el4-t-octilfenol. Para ello, se sintetizó y caracterizó el análogo marcado 13C1-t-octilfenol, tal y como se verá más adelante en este mismo apartado.Esta selección de un nuevo compuesto se basó en que el 4-t-octilfenol (osimplemente, OP) es el segundo alquilfenol más utilizado tras el nonilfenolpara la fabricación de APEO, alcanzando aproximadamente el 20% de laproducción. Ambos alquilfenoles se caracterizan por ser introducidos en elmedio acuático en grandes cantidades, aunque el OP suele encontrarse a unaconcentración un orden de magnitud inferior que el NP17. Otra diferencia entreambos compuestos es que la síntesis del t-octilfenol genera un único producto,en contraste con la mezcla técnica de compuestos para-sustituidos generada enel NP. El resto de características son compartidas con el NP y han sido yadescritas anteriormente.De la misma forma que el nonilfenol, el octilfenol se encuentra regulado dentrode la Directiva Marco del Agua5, aunque a un nivel más bajo en aguassuperficiales, siendo 0.1 µg/L en vez de 0.3 µg/L como ocurría con el NP. Estehecho puede justificarse mediante estudios hematológicos, bioquímicos yhormonales recientes, los cuales demuestran que los efectos individuales delOP son más acusados que los producidos por un mismo nivel de NP17.
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En cuanto al tratamiento de muestra se estudió la aplicación de técnicasconformes con las tendencias actuales de reducción de tiempo de aplicación,de costes y de volumen de disolventes orgánicos que puedan resultar nocivospara el medioambiente. La técnica escogida fue la microextracción en faselíquida (LPME), una miniaturización de la extracción líquido-líquido clásica. Deesta técnica, LPME, se esperaba obtener elevados valores de preconcentraciónen extractos limpios.
Desarrollo experimentalEn este trabajó se recurrió de nuevo al acoplamiento UHPLC-MS/MS,adoptando las condiciones cromatográficas del trabajo anterior ya que fueronadecuadas para la introducción de este nuevo compuesto.Respecto al tratamiento de muestra, como se ha comentado, la principalmejora incluida en el desarrollo de este método se basó en la aplicación de lamicroextracción en fase líquida con capilares de fibra hueca (HF-LPME, hollow
fiber liquid phase microextraction).De forma general, la HF-LPME consiste en una técnica miniaturizada deextracción líquido-líquido en la que la fase aceptora se encuentra impregnandouna fibra hueca porosa diseñada en polipropileno. Esta técnica surgió a finalesde los años 9018 como una mejora respecto a las extracciones que empleabanuna gota colgante, ya que se incrementaba la reproducibilidad utilizando lafibra a modo de soporte.El principio básico de la HF-LPME es el paso de los analitos desde una faseacuosa (la muestra) hasta la fase aceptora, formada por tan solo unos pocosmicrolitros. De esta forma es posible obtener los ya comentados extractos máslimpios y factores de preconcentración muy altos. En este trabajo, laconfiguración seleccionada para la extracción 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 undisolvente orgánico. La fase aceptora de octanol fue seleccionada a partir de losaltos coeficientes de partición octanol-agua para ambos compuestos, siendo ellogKow cercano a 4. Tras treinta minutos de extracción combinada conagitación, los extractos de octanol sólo tuvieron que ser diluidos en metanolantes de ser introducidos en el sistema de análisis mediante UHPLC-MS/MS.Puede observarse en la Figura 3.4 una imagen con el procedimiento deextracción empleado. También cabe destacar que la introducción de losextractos con una proporción 1:9 octanol/metanol triplicó la señal obtenidapara ambos analitos, hecho que facilitó la validación a los nivelesseleccionados.Teniendo en cuenta el tratamiento descrito, la ventaja principal de estametodología es la reducción del tiempo de análisis, unida además a unasignificativa reducción del coste por muestra. A modo de ejemplo, evaluando elsoporte únicamente, una extracción por HF-LPME cuesta unos pocos céntimosde euros en comparación con los varios euros que cuesta cada cartucho de SPE.Además dicha técnica reduce considerablemente los volúmenes de disolventesorgánicos empleados, consiguiendo así un procedimiento analítico másrespetuoso con el medioambiente. También destaca la considerable reduccióndel tiempo total de tratamiento de muestra necesario en la extracción de HF-LPME frente a la SPE. Así, se pasa de necesitar unas ocho horas por extracciónen el caso de la SPE a menos de una hora (30 minutos de extracción másmanipulación) en el caso de utilizar fibras. Los distribuidores de vacíohabituales disponibles constan de veinticuatro puertos de SPE, mientas que enel caso de las fibras, la restricción de extracciones simultáneas está ligada alnúmero de placas agitadoras disponibles, que en nuestro caso fue nueve.Finalmente, la metodología desarrollada fue validada mediante la fortificaciónde ambos compuestos en muestras de agua medioambientales (influente yefluente de depuradora) y en agua de calidad Milli-Q, a dos niveles deconcentración (0.1 y 1 µg/L).
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Figura 3.4 Esquema del proceso de microextracción en fase líquida usando fibras
huecas.

Síntesis y caracterización del 13C1-octilfenolPara el propósito de reducir los posibles efectos isotópicos durante todo elprocedimiento analítico, se sintetizó el análogo del OP natural enriquecido conun solo carbono trece. Esta síntesis también se llevó a cabo mediantealquilación del fenol enriquecido isotópicamente con un 13C. Tras su síntesis ypurificación, el compuesto fue caracterizado por GC-MS así como por RMN. Deforma análoga al NP, la descripción completa de las señales de RMN seencuentra en el artículo científico 3 mientras que el espectro se puedeconsultar en la Figura 3.5.Este compuesto fue empleado para la cuantificación mediante IPD del OP decomposición natural, así como para la corrección de todos los posibles erroresderivados del procedimiento analítico aplicado, incluido el efecto matriz.
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Figura 3.5 Espectros seleccionados
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3.3.1 Artículo científico 3

Development and validation of a liquid chromatography isotope dilution
mass spectrometry method for the reliable quantification of alkylphenols

in environmental water samples by isotope pattern deconvolution

Reproduced with permission from: J. Chromatogr. A, 2014, 1328, pp 43–51.Copyright © 2014 Elsevier B.V. http://dx.doi.org/10.1016/j.chroma.2013.12.077

Fabregat-Cabello, N., Sancho, J. V., Vidal, A., González, F. V. & Roig-Navarro, A. F. Journal of Chromatography A 2014 ,1328, 43–51 .
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Development and validation of a Liquid Chromatography
Isotope Dilution Mass Spectrometry method for the
reliable quantification of alkyphenols in environmental
water samples by Isotope Pattern DeconvolutionJournal of Chromatography A, 1328 (2014) 43–51.
Neus Fabregat-Cabello,a Juan V. Sancho,a Andreu Vidal,b Florenci V.
González,b Antoni Francesc Roig-Navarro. a ,*

aResearch Institute for Pesticides and Water, Universitat Jaume I, E-12071, Castellón,

Spain.
bDepartament de Química Inorgànica i Orgànica, Universitat Jaume I, E-12071, Castellón,
Spain

ABSTRACTWe present here a new measurement method for the rapid extraction andaccurate quantification of technical nonylphenol (NP) and 4-t-octylphenol (OP)in complex matrix water samples by UHPLC-ESI-MS/MS. The extraction of bothcompounds is achieved in 30 min by means of hollow fiber liquid phasemicroextraction (HF-LPME) using 1-octanol as acceptor phase, which providesan enrichment (preconcentration) factor of 800. On the other hand we havedeveloped a quantification method based on Isotope Dilution MassSpectrometry (IDMS) and singly 13C1-labeled compounds. To this end theminimal labeled 13C1-4-(3,6-dimethyl-3-heptyl)-phenol and 13C1-t-octylphenolisomers were synthesized, which coelute with the natural compounds andallows the compensation of the matrix effect. The quantification was carriedout by using isotope pattern deconvolution (IPD), which permits to obtain theconcentration of both compounds without the need to build any calibrationgraph, reducing the total analysis time. The combination of both extraction anddetermination 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 lowcost of HF-LPME and total time consumption, this methodology is ready forimplementation in routine analytical laboratories.
KEYWORDS: Alkylphenol, Hollow fiber liquid phase microextraction, Isotopedilution mass spectrometry, Isotope pattern deconvolution, LC-MS/MS,Wastewater analysis

1. INTRODUCTIONAlkylphenols (AP) are chemical compounds that are mainly used to producealkylphenol ethoxylates (APEs), a class of synthetic surfactants widely used indetergents and cleaning products. Among the AP ethoxylates, the nonylphenolethoxylates represent a 80 % while the remaining 20% are almost entirelyoctylphenol isomers [1]. After degradation, APEs are released as AP, mainly inthe water environment. The main problem associated to AP is their ability tomimic the structure of natural hormones, specifically 17-β-estradiol, whichconfers on them endocrine disrupting capabilities. The widespread use of APpolyethoxylates coupled with the harmful effects of alkylphenols had led toinclude them in the list of the priority substances of the Water FrameworkDirective (WFD) [2] which contain t-octylphenol (OP) and branchednonylphenol (NP), a complex mixture of nonylphenol isomers which is knownas “technical grade nonylphenol”. Due to the method sensitivity required ininternational regulations(i.e. 0.1 µg /Lfor OP and 0.3 µg/L for NP according toEU Environmental Quality Standards, EQS), together with its ubiquitouspresence as contaminant, the identification and quantification of AP stillpresents considerable challenges.Contrary to the determination of OP, the determination of NP involves aparticular analytical challenge because NP comprises a complex mixture ofisomers. Since the legislation establishes the EQS for the sum of all forms ofbranched 4-nonylphenol (CAS 84852-15-3), most laboratories employed
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commercial technical nonylphenol mixtures as analytical reference standard toquantify 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 thechromatographic pattern [3]. This can be a tedious and non-reproducible worksince the analyst should use caution to include only those peaks from theanalyte. On the other hand, in LC-MS/MS the overall NP isomers elute as asingle chromatographic peak associated to transition 219>133. This transitionsuggests that the α-carbon of the nonylphenols is mainly a tertiary carbon [4].Nevertheless, we always have to take into account that a complete separationis the only real way to asses both different disrupting capabilities andsensitivity in the MS detector for the different nonylphenol isomers. However,NP isomers can only be completely separated by GCXGC [4] which is not afeasible option in most routine laboratories. Moreover, neither all thechromatographic peaks are identified nor commercial standards exist for allpossible isomers. Taking these reasons into account, a recent work of Rabouanet al. [5] proposes the isomer 353-NP ((3,5-dimethylheptan-3-yl)phenol) as areference material representative of both, instrumental sensitivity and toxicityof NP.In order to achieve the low quantification levels established by the EQS apreconcentration step before the determination of alkylphenols in watersamples is mandatory. The most employed methodologies in AP determinationinclude liquid-liquid extraction (LLE) or solid phase extraction (SPE) [6].Thesemethodologies are usually time-consuming and require the use of large solventvolumes. Nowadays there is an increasing demand of faster, cheaper andenvironmentally friendly isolation techniques [7]. These requirements can befully accomplished by hollow fiber liquid phase microextraction (HF-LPME), arelatively new and unexploited extraction technique [8]. As a consequence,there are just a few HF-LPME methods ready to be implemented in routinelaboratories. Briefly, a liquid membrane of organic solvent is supported in thepores of a hollow fiber which is in contact with an aqueous donor phase (thesample) and an acceptor phase. If the acceptor phase is the same organic
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solvent as the immobilized in the fiber, it is known as a two-phase system. Onthe other hand, if the acceptor phase is an aqueous solvent, the extraction isperformed in a three-phase system. Liu et al. [9] have developed an extractionprocedure for sampling OP and NP using 1-octanol supported on amicroporous hollow fiber. Nevertheless, this procedure was not able toquantify both compounds at the required legislation levels since only a thinfilm of octanol, attached to the outer fiber surface, is employed to extract thecompounds. Besides analytes need to be desorbed from the thin layer foranalysis by HPLC, which increased the total analysis time. A recent work [10]proposed a three phase HF-LPME procedure for the extraction of the linearisomers n-OP and n-NP and later HPLC determination, which assures thecompatibility between sample extract and chromatographic mobile phase andcolumn, but provided lower enrichment factors than two phase configurations.However, incompatibility with LC solvents can be avoided by simple dilutionwith methanol [11].The analysis of OP and NP by LC techniques is preferred over GC because thereis no need to perform any derivatization step, which increases the totalanalysis time and may show low yields in complex matrices [12]. On thecontrary, extracts obtained after a two phase configuration in HF-LPME aredirectly compatible with GC analyzers. This advantage has been applied in theanalysis of NP and n-OP by GC-MS [13,14].A relevant problem with the use of Electrospray ionization source (ESI) is thematrix effect [15–18]. Signal suppression or enhancement can affect drasticallyto sensitivity, precision and accuracy of the analytical results. Regardingalkylphenols, for example, Chen et al. [19] found around 50% signal reductionin river water for nonylphenol and other endocrine disruptor compounds, andVega-Morales et al. [20] observed signal suppression for alkylphenols rangingfrom 9 to 24% in different wastewater treatment plant samples. Differentapproaches have been assayed to minimize matrix effect, being the use ofStable 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 properlyovercome using a quantification methodology based on Isotope Dilution MassSpectrometry (IDMS). Classical IDMS, based on the use of methodologicalcalibration curves requires the use of multiple labeled compounds to avoidoverlapping in mass spectra. However, these multiple labeled compounds caninduce isotopic effects, notably when deuterium isotopes are used. Accordingto González-Antuña et al. [21,22] isotopic effects are not observed by the use ofsingly labeled analogues with 13C. To avoid the overlapping problem in themass spectra, Isotope Pattern Deconvolution (IPD) quantification tool can beused. IPD do not requires the construction of any calibration graph and hasbeen tested satisfactorily for rapid quantifications in complex matrices [23–25]. Briefly, IPD permits to isolate distinct isotope signatures from mixtures ofnatural abundance and enriched tracer and the corresponding molar fractionfor each compound. From the ratio of the molar fractions between natural andlabeled compounds the concentration of the analyte in the sample can bedirectly 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 watersamples in a single run. OP and NP, the two most ubiquitous EU-regulatedalkylphenols, are selected. Sample treatment has been minimized to avoidcontamination and a HF-LPME in a two phase configuration has beendeveloped using octanol as extraction phase. Quantification of OP and NP isbased on the combination of minimal labeling and IPD. To this end, a minimallabeled 13C1-4-(3,6-dimethyl-3-heptyl)-phenol and 13C1-t-octylphenol isomerswere synthesized.
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2. MATERIALS AND METHODS

2.1 Reagents and materials4-tert-octylphenol (purity grade 99.0%) was obtained from Supelco
heptyl)phenol (13C1 –NP) (purity 99% and 13C1-enrichement 98%) was alsoemployed. In order to obtain the apparent concentration relative to technicalnonylphenol of in-house synthesized 13C1-NP by reverse IDMS, we acquiredtwo technical nonylphenol mixtures: technical nonylphenol (Pestanal, purity
nonylphenol (purity grade 100.0%) by Dr. Ehrenstorfer (Augsburg, Germany).Methanol (analysis grade), ammonium acetate (reagent grade) andhydrochloric acid (37%, reagent grade) were provided by Scharlau (Barcelona,Spain). For the extraction, 1-octanol (reagent grade, 99%) was obtained fromSigma-Aldrich Co. (Madrid, Spain). The pH of the mobile phase was adjustedapproximately to 7 by adding ammonium hydroxide from Fluka (Buchs,Switzerland). HPLC-grade water was obtained by purifying demineralizedwater in a Milli-Q gradient A10 (Millipore, Bedford, MA, USA). Drinking bottledwater stored in polyethylene terephthalate (PET) bottles was also employed totest the effect of mobile phase composition in analyte sensitivity.

Figure 1. Synthesis pathway of labeled 13C1-4-tert-octylphenol(13C1-OP).

grade 95.4%) from Riedel de Haen (Seelze, Germany) and technical

(Bellefonte, PA, USA). In-house synthesized [25] 13C1-4-(3,6-dimethyl-3-
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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 ofOP, NP, 13C1-NP and 13C1-4-tert-octylphenol (13C1-OP) at a concentration of 0.5mg / L was prepared after mixing individual stock solution and dilution withmethanol. An equivalent mixed solution with only the singly 13C1-labeledcompounds was also prepared. Working solutions were subsequentlyprepared from the mixed solution by dilution the appropriate volume withmethanol. All standard solutions (stock, intermediate and working solutions)were stored in amber glass bottles at -20ºC in a freezer.Accurel® Q3/2 polypropylene hollow fibers (600 μm i.d., 200 μm wallthickness and 0.2 μm pore size) were purchased from Membrana (Wuppertal,Germany).For the synthesis of 4-tert-octylphenol, boron trifluoride (BF3) diethyletherate, hexane, 2,4,4-trimethylpent-1-ene (also known as diisobutene) andphenol were purchased from Alfa Aesar (Karlsruhe, Germany). The 13C1-4-tert-octylphenol, (13C1 –OP) was synthesized using 13C1-phenol from CambridgeIsotope Laboratories (Andover, MA, USA).
2.2 Synthesis of 13C1-4-tert-octylphenolThe synthesis of 13C1-OP was based on an alkylation of 13C1-labelled phenolwith diisobutene employing BF3-ether complex as catalyst [26].The procedureis illustrated in Figure 1. As can be observed, the selected labeling positioncorresponds to the carbon linked to the hydroxyl group, which remains in themain fragment ions measured by tandem mass spectrometry.Experimental procedure for the preparation of 13C1-OP: to a stirred solution of13C1-labelled phenol (116.7 mg, 1.20 mmol) and diisobutene (154.0 mg, 1.36mmol) in hexane (50 mL) was added boron trifluoride etherate (175 µL, 1.39mmol). 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 undervacuum to afford a white solid which was purified through liquidchromatography (silica-gel, hexanes: ethyl acetate (7:3)) to afford 182.5 mg(yield = 73%) and characterized by 1H NMR and 13C NMR.Spectroscopic data of 13C1-OP, 1H NMR (CDCl3, 300 MHz) δ 7.27 (1H, d, J = 8.9Hz), 7.24 (1H, d, J = 8.9 Hz), 6.82 (1H, d, J = 8.9 Hz), 6.81 (1H, d, J = 8.9 Hz), 6.10(1H, br s), 1.74 (2H, s), 1.38 (6H, s), 0.77 (9H, s); 13C NMR (CDCl3, 75 MHz) δ153.0, 142.3 (d, J = 8.3 Hz), 127.3, 114.7 (d, J = 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 13C1-OP was established ashigher than 99 %. The mass spectra of the 13C1-OP and the natural analogue arealso included in Figure 2. As can be observed, the main fragment ionscorresponding to the labelled compound are shifted by one mass unit.
2.3 InstrumentationIdentification and quantification of analytes were carried out using an AcquityUPLC system (Waters Corp., Milford, MA, USA), equipped with a binary solventmanager and sample manager. An Acquity UPLC HSS T3 column 1.8 µm, 2.1mm x 100 mm (i.d.) (Waters) was used. The column oven was set at 40 ºC, theflow rate was 300 µL/min and the injection volume was 20 µL. The separationwas performed under isocratic conditions with a mobile phase consisted of95% methanol/water with 0.01% ammonia and 0.1 mM ammonium acetate.A TQD tandem mass spectrometer with an orthogonal Z-spray-electrosprayinterface (Waters) was used. The mass spectrometer was operated in negativemode electrospray ionization in selected reaction monitoring (SRM) mode.
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Figure 2. GC-EI-MS TIC chromatogram of 13C1-4-tert-octylphenol and mass spectra of astandard of a 4-tert-octylphenol and b 13C1-4-tert-octylphenol (13C1- OP).
Drying as well as nebulising gas was nitrogen, obtained from a nitrogengenerator N2 LC-MS adapted for LC-MS analyzers (Claind, Teknokroma,Barcelona, Spain). The operating parameters of the spectrometer werecapillary voltage 3.30 kV, and source and desolvation temperatures 120 and350 ºC, respectively. The cone gas and desolvation flow were set at 40 and 400L/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 collisioncell. Dwell times of 0.1 s/scan were chosen. A sampling cone voltage of 35 Vand 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 GCequipped with a split–splitless injection port, and mass spectrometric detector(Agilent 5973 N MSD) with an electron ionization (EI) source and MPS2autosampler from Gerstel (Linthicum, MD, USA). The GC was fitted with a 30 mx 0.25-mm (i.d.), 0.25-µm DB-5MS column (Hewlett–Packard). The columntemperature was initially held at 60 ºC for 1 min, and then a temperature rampof 10 ºC min-1 was applied until 300 ºC and this temperature was maintained
Temperature of the injector was set to 280 ºC and a sample volume of 2 µL wasinjected in splitless mode.

2.4 Preparation of water samplesAll effluent (EWW) and influent (IWW) wastewater samples with observablesuspended particulate matter were decanted by pouring the water aftersedimentation slowly from the sample bottles into clean 1 L glass (Schott-Duran) bottles[27]. IWW samples were diluted five times in Milli-Q water dueto their high complexity and organic matter content. Then, 1mL of 13C1-NP and13C1-OP mixture solution was added to a 100-mL volumetric flask, where thewater sample (20 mL of sample and Milli-Q water in the case of IWW) wasused to fill it and to adjust the final volume, giving a final concentration of 0.1µg/L for each isotope-labeled internal standard. Accurate and precise resultswill be obtained when the ratio of concentrations between the natural andlabeled compound is in the range of 0.1 to 10, according to the random errorpropagation theory [28].
2.5 Proposed hollow fiber extraction procedureA cleaned 13 cm long fiber was soaked with 1-octanol for 5 seconds in order toimpregnate the pores of the hollow fibers. Then the excess of 1-octanol on theoutside was eliminated by washing the fiber 25 seconds in stirred Milli-Qwater. The lumen of the hollow fiber was filled with 30μL of the acceptorphase, 1-octanol, using a 100-μL HPLC microsyringe model 701N (outer

for 1 min. Helium  was  used as carrier gas at a flow rate of 1mL/min.
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diameter 0.72 mm) from Hamilton (Bonaduz, Switzerland). Both open ends ofthe fiber were closed by means of heat sealing. These ends of the preparedhollow fiber were hold by a stainless steel alligator clip holder attached to awire and introduced into a 100 mL water sample contained in a volumetricflask. The sample was stirred for 30 min by means of a magnetic stirrer at 800rpm. After extraction, octanol extracts were diluted with methanol and injecteddirectly into the LC/MS system, avoiding pre-concentration or desorptionsteps. To do so, the fiber was taken out, both ends were cut and 270 μL ofmethanol were flushed through the lumen using a 1-mL HPLC gastight syringemodel 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 procedureAs Salgueiro-González et al. highlight in their work [29], it is still complicatedto have under control the blank levels in alkylphenols determinations.Nevertheless, it was established that rinsing with acetone and methanol wasthe fastest and simplest protocol to give low blanks. For this reason glasswarewas washed with tap water and then rinsed with acetone and methanol.On the other hand magnetic stirrers were rinsed with acetone and sonicated15 min in methanol before use. HPLC syringes were rinsed twice with acetoneand twice with methanol between samples. Hollow fibers were cut into 13 cmpieces and sonicated in methanol 15 min to remove any contaminants anddried. Due to their low cost, fibers were discarded after being used to decreasememory effect and cross-contamination.Finally it is essential to test if our LC vials septa contaminate samples with NPbecause we have observed that most PTFE/Silicone septa in LC vials filled withmethanol release NP after a few hours. This fact was observed even whensamples were stored in the fridge.
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After applying all the cleaning procedure, reagent blanks obtained were withinthe 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 DeconvolutionThe quantification of NP and OP was carried out by Isotope patterndeconvolution (IPD). Briefly, this is a mathematical tool employed in IDMS toobtain directly the concentration of each compound by multiple linearregression. This approach assumes that the final isotopic compositionobserved in the mixture is a combination of the analyte and the isotopicallyenriched spike [21,30,31]. It should be noted that isotope distributions arerelative magnitudes whose measurement are independent of matrix effect.The simultaneously determination of NP and OP was carried out by theconstruction of two system of equations, (1) and (2) respectively, which weresolved by multiple linear regression in order to obtain the molar fractions (Xnatand Xlab) of each natural abundance and labeled alkylphenol. The quantificationof NP was carried out employing three transitions: 219> 133, 220 > 134 and221> 135. In the case of OP, transitions selected were: 205> 133, 206 > 134and 207> 135. Only three transitions of each compound were selected,according to the random error propagation theory, to make possible theapplication of this alternative technique in routine multi-residue analysis.
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In this system of equations ji
mixA
 values corresponds to the measured relativeabundance of the compound in the mixture for the SRM transition of nominalmasses i > j, ji

natA
 and ji

labA
 values the theoretically calculated orexperimentally measured abundances for the natural and labeled alkylphenoland ei>j is the error vector of the multiple linear regression. As Castillo et al.depict in their work [24], in tandem mass spectrometry (QqQ) in SelectedReaction Monitoring (SRM) it is also necessary to compute the contribution ofthe different isotopes (mainly 13C, 17O, 2H) to the calculation of the product ionsmass isotopomer distribution of natural abundance and isotope-labeledcompound. The resulting mass isotopomer distribution coming from eachisotope pattern can be obtained using the software Isopatrn implemented by L.Ramaley et al. [32]. The amount (mols) of each natural abundance alkyphenolin the sample, Nnat, is then calculated using equation (3) where the amount(mols) of labeled compound added, Nlab, must be known.

lab

nat
labnat X
XNN  (3)Accordingly, quantification of alkylphenols becomes a fast process: oneinjection provides one result, free of matrix effect, without the need to preparea calibration curve.The confirmation of the presence of NP was carried out by calculating the peakarea ratios between the quantification transition (Q) 219 > 133 and theconfirmation transition (q) 219 > 147, and comparing them with ion-ratiosfrom a reference standard. The same criteria could not be applied to theconfirmation of OP since no other sensitive transition was observed.
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3. RESULTS AND DISCUSSION

Theoretically octanol is a very convenient acceptor solution for OP and NP in a2-phase HF-LPME system due to their high partition coefficient values (log Kowfor 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 directlycompatible with GC but not always with LC or CE. As a consequence the mainconstrain step in two-phase HF-LPME prior to LC analysis is to make organicsample extracts compatible with mobile phase. The fastest way to makeoctanol extracts compatible with our selected chromatographic conditions wasits dilution in methanol [11].

To the best of our knowledge, the signal enhancement of NP and OP inmethanol extracts when modified with octanol and detected by ESI has neverbeen described before. This effect, not well understood, is probably due tomodification of surface tension of aerosol generated which can enhance the ionconcentration in the gas phase.

3.1 Study of the injection solvent effects on separation and
ionization

To test the effect of the presence of octanol in sample extracts in terms ofcompatibility, peak shape and sensitivity we injected different solutionscontaining 0.1µg/mL of both alkylphenols that were prepared using differentratios octanol:methanol, namely 0:9, 1:9 and 2:9 (v/v). Both Milli-Q and bottledwater modified with different percentages of ammonia were studiedmaintaining  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.
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Figure 3. Signal enhancement obtained for octylphenol (OP) (a) and technicalnonylphenol (NP) (b) in ESI source with different ratios octanol: methanol in theinjected extract. The relative area was obtained by normalizing the signal given by theextracts without any octanol.
Taking into account the low signal sensitivity of alkylphenols, especially for OPdeterminations, the presence of octanol in the final extract can permit toachieve the low levels required in legislation. Thus, 1:9 dilution with methanolare the conditions used to avoid compatibility problems of 1-octanol.



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

170

3.2 Characterization of 13C1-OP and 13C1-NP by LC-MS/MS

3.2.1 Calculation of the cluster purity and the extent of the 13C1

As stated above, equations (1) and (2) require the accurate knowledge of therelative abundances of the natural and the labeled compounds. Theoreticalcalculation of those abundances after a fragmentation process in the QqQ massspectrometer must take into account the spectral purity. Moreover, for thelabeled compound, the enrichment of 13C1 atom should be known.Both the procedure to characterize the spectral purity and the extent of 13C1labeling in synthesized alkylphenols has been described in a previous work[25]. NP showed a contribution of 96.0 ± 0.3 for [M-H-C6H14]- and 4.0 ± 0.3 %for [M-H-C6H15]- when prepared in methanol extracts [25]. OP characterizationwas performed monitoring the fragment clusters [M-H-C5H12]-, [M-H-C5H13]-and [M-H-C5H11]-. Our results showed a contribution of 98.10 ± 0.13 for [M-H-C5H12]- and 1.9 ± 0.13 % for [M-H-C5H13]- clusters but no contribution for the[M-H-C5H11]- cluster. Both compounds were also characterized inoctanol:methanol (1:9, v/v) extracts but we did no observe differencescompared to the pure methanol extracts. Consequently, the theoreticalisotopomer distribution of the each natural abundance alkylphenol wasrecalculated to include the contribution of the cluster with an extra loss ofhydrogen during the fragmentation step in the QqQ mass spectrometer.Extent of 13C1 labeling in synthesized 13C1-OP was obtained by comparing theobserved cluster with those calculated for theoretical enrichments of thelabeled compound from 97.6 to 99.9% 13C1. Since a clear minimum wasobtained for around 99 atom % 13C1, the theoretical isotopomer distribution ofthe labeled compound was calculated assuming a 13C1 enrichment of 99%. Forthe labeled NP a 98% of enrichment in 13C1 was assumed [25]. Once obtainedthe whole isotope distribution of 13C1-NP and 13C1-OP, the IPD approach can beapplied.

enrichment
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3.2.2 Quantification of the labeled compounds by Reverse Isotope
DilutionThe proposed approach of IPD requires the determinations of the exactconcentration of the labeled compound. For this purpose, each isotopicallyenriched compound was mixed with known amount of its correspondingnatural analogue, prepared in triplicate, and determined by reverse isotopedilution (RID) mass spectrometry by LC-MS/MS. The concentration of 13C1-OPwas obtained against a certified OP standard from Supelco and resulted in aconcentration of 950 ± 40 µg/mL of the stock solution. This agrees with theexpected concentration taken into account a 99% purity. For the quantificationof NP the specific problem related with the unknown composition of thetechnical mixture should be considered. Since legislation establishes themaximum concentration values for the technical mixture of nonylphenol, anapparent concentration of the selected singly labeled isomer 13C1-NP wasobtained using two different commercially available technical nonylphenolmixtures. Purity of each NP mixture was certified by the manufacturer. RIDcalculations of 13C1-NP provides an equivalent concentration of technicalnonylphenol of around 2270 µg/mL using any of the technical nonylphenolsmixtures tested (Table 1). The theoretical concentration of 13C1-NP was 1385µg/mL which agrees with the results obtained by RID against the naturalanalogue synthesized in the laboratory (Table1). RID with commercial NPprovides an apparent concentration of the 13C1-NP spike solution 1.6 timeshigher than the real concentration. This can be due to higher ionizationefficiency of the synthesized nonylphenol isomer compared to the overallnonylphenol mixture. As a consequence, the concentration of 13C1-NP spikesolution was established as 2270 µg/mL for quantification purposes.

3.3 Optimization of the HF-LPME experimental parametersSeveral parameters are known to affect the HF-LPME efficiency including theselection 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 (µg/mL) of 13C1-NP solution calculated by reverse IDMS usingtwo different commercially available NP mixtures. Theoretical concentration of 13C1-NPwas 1385 µg/mL. Nonylphenol isomer 363-NP refers to 4-(3,6-dimethyl-3-heptyl)phenol.
Manufacturer of the NP

mixture
Riedel-de Häen Dr. Ehrenstorfer

In-house
synthesized 363-NPPurity (%) 95.7 100 99.9Calculated concentration(µg/mL) of 13C1-NP in thespike solution 2275 ± 57a 2268 ± 88 1415 ± 68

Ratio between calculated andtheoretical concentration of13C1-NP 1.64 ± 0.04 1.64 ± 0.06 1.02 ± 0.05
aThe uncertainty of the values corresponds to 1s standard deviation of threeindependent replicates injected three times each.are assessed through the Enrichment Factor (Ef) which represents the quotientbetween the final concentration of the analyte in the extraction solvent Ce andthe 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 partitioncoefficient for alkylphenols and total compatibility with the LC mobile phasewithout further treatment once diluted in methanol. Moreover it has beentested as adequate organic acceptor in previously reported works [9]. Thus,octanol has been chosen as acceptor phase.The final concentration Ce was determined by an external calibration curveprepared 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 themdepending on the parameter to be optimized. All the determinations wereaveraged from three replicate measurements. In order to promote theextraction from the donor phase all samples were stirred at 800 rpm, themaximum speed that did not produce a vortex when samples were into avolumetric flask.Analytes to be extracted must be in a non-ionized form in the sample to betransferred into the organic phase. Because of the weak acid nature of theselected alkylphenols (pKa values around 10) the effect of the acidity of thedonor phase was studied. For that purpose Milli-Q water samples wereprepared at pH values between 1-6 adjusted with HCl and extracted at 800rpm for 30 min. As can be observed in Figure 4a, the enrichment factor was notimproved with the addition of HCl. These results agree with Liu et. al. [9] whofound that pH had a significant effect in the kinetics but not in the equilibriumdistribution in the extraction of OP and NP. Thus, pH of the water samples wasnot modified and was maintained to pH 7.
The influence of extraction time was also tested. For this study, water sampleswere extracted under the optimized conditions. The results are shown inFigure 4b. The Ef slightly increased up to 45 min for OP while it becameconstant for NP after a 30 min extraction. Although an extraction time of 45min provided higher sensitivity for OP, a 30 min extraction time was selectedas a compromise between sensitivity and time of the analysis.

3.4 Method validationFor validation purposes the developed method was evaluated in three types ofwater samples (Milli-Q, EWW and IWW). It was not possible to find a real blanksample for any of the studied matrices, recommendable for validationpurposes, so the blank value was subtracted from fortified samples. Thisresulted in higher errors in the recovery calculation.
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Precision and accuracy of the overall analytical procedure were evaluated byspiking the samples at two different concentration levels (0.1 and 1 ng/mL),and analyzing them in quintuplicate. Concentration levels were increased inIWW (1 and 10 ng/mL) because of its higher endogenous nonylphenolconcentration. In relation to the LOQ, we decided to establish a LOQ objectiveat 0.1 ng/mL for both compounds. This concentration level was establishedaccording 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 13C1-NP, wereadded at the same concentration level as the natural compounds.Figure 5 shows the chromatograms corresponding to the different spikedwater samples analyzed at the low validation level. As can be observed, theminimally 13C labeled standards and each corresponding analyte co-elute, thuschromatographic isotopic effects were avoided. Coelution of the isotopelabeled IS with analyte, which physico-chemical properties are the same, is thekey parameter to be affected by the same matrix and, therefore, to compensateits effect [16–18]. Moreover, the expected problem for conventional IDMS,based in the use of a calibration graph, of mass spectrum overlapping isovercome using the IPD calculation procedure [21-23]. Therefore, taking intoaccount that IPD calculations are based on the measurement of isotopicabundances in the sample spiked with the labeled compound, any possiblematrix effect are effectively compensated. Quantification transitions, employedfor IPD calculations, are referred to as OP(1), OP(2), OP (3), NP(1), NP(2) andNP(3) for octylphenol and nonylphenol respectively. All the three SRMtransitions could be acquired at this low level for all analytes, making thereporting data highly confident.
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Figure 4. Influence of some relevant parameters in the HF-LPME of technicalnonylphenol (NP) octylphenol (OP). (a) Influence of the donor phase pH and (b)influence of the stirring time (800 rpm). The error bars depicting the associateduncertainty (1s) of three replicates are represented at each extraction condition.
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Positive findings of NP were confirmed by calculation the peak area ratiobetween the most intense transition (Q, 219> 133) and the confirmationtransition (q, 219> 147) (Figure 5) according to European CommissionDecision 2002/657/EC [35]. This decision only applies to residues ofveterinary medicinal products but provides added confirmation criteria incomplicated compounds such as NP. However, confirmation using the Q/qratio for OP was not possible according to this decision since this compounddoes not present other sensitive transition. Nevertheless, applying thesecriteria for confirmation purposes is not mandatory when IPD calculation toolis 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 byminimal labeling IDMS and isotope pattern deconvolution calculations.

Blank value
(ng/mL)

Recovery (%)

Sample
Validation

level
(ng /mL)

OP NP OP NP

Milli-Qwater 0.1 0.0263 ± 0.0019 0.0960 ± 0.0024 105 ± 12 104 ± 121 106 ± 7 100.8 ± 1.8
EffluentWastewater 0.1 0.057 ± 0.016 0.166 ± 0.004 105 ± 10 107± 131 108 ± 7 99 ± 4
InfluentWastewater 1 0.138 ± 0.010 a 1.09 ± 0.06 109 ± 12 97 ± 1010 108 ± 8 97 ± 6

aThe uncertainty of the values corresponds to 1s standard deviation of threeindependent 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 0.1ng/mL, and (c) influent wastewater at 1 ng/mL.
The precision of the method, expressed as relative standard deviation (inpercent), were below 12%, meeting the SANCO guideline [36] which proposesRSD ≤ 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 werewithin the range required by the SANCO guideline (between 70% and 120%)(See Table 2). These results demonstrate that the developed procedure basedon 13C1-labeled compounds and isotope pattern deconvolution could be veryuseful to carry out a reliable and fast determination of OP and NP inenvironmental waters at the levels established by the legislation.
4. CONCLUSIONSIn this work, a method for the determination of OP and NP in water samplesbased on UHPLC-MS/MS has been developed and satisfactorily validated. Inthis method, the coelution in the same chromatographic peak allows thedetermination of all NP isomers showing the same fragmentation pathway. Tothis end, the 13C1-labeled NP synthesized must be quantified using thecommercially available technical mixture of NP. The certification of anapparent concentration for the labeled compound higher than the real oneagrees with the variability in the ionization efficiency and fragmentation insidethe technical mixture. This fact makes the assessment of endocrine disruptiveactivity of NP still a challenge.HF-LPME, with 1-octanol as acceptor phase, has shown as a reliable (repetitiveand efficient) and fast method to extract and preconcentrate AP from watersamples, making the whole method rapid and sensitive enough to reach theregulated concentration of AP in environmental waters. Incompatibility of 1-octanol with aqueous LC mobile phase has been effectively eliminated bysimple 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 IDMSthrough 13C1-labeled AP has demonstrated to be free of matrix effect, preciseand accurate.
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In summary a fast and reliable method has been finally obtained, which do notrely on the use of a calibration graph, which correctly accounts for the matrixeffect and is sensitive enough to reach the regulated limits of concentration forOP and NP in water samples. Due to the low cost of the fibers and the overalllow time consumption the proposed methodology can be easily implementedin routine laboratories.
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3.4 Comparación de métodos de extracción
convencionales (SPE) y no convencionales (HF-
LPME) para la determinación de disruptores
endocrinos en aguas

Entre los cientos de compuestos sospechosos de poseer capacidad disruptoraendocrina se encuentra el bisfenol A (BPA) (2,2-bis[4-hidroxifenil] propano),cuyos posibles efectos nocivos todavía generan controversia dentro y fuera dela comunidad científica.

Figura 3.5 Estructura del bisfenol A (BPA).

El bisfenol A (ver estructura en la Figura 3.5) es un plastificante ampliamenteproducido y usado en todo el mundo desde hace más de cincuenta años. Amodo de ejemplo, es un monómero clave en la preparación de resinas tipoepoxi y del plástico tipo policarbonato. Su aplicación incluye un elevadonúmero de productos de consumo habituales, tales como CDs, DVDs, botellasde agua, recipientes para microondas, tuberías y recubrimientos internos delatas. Cuando se hidroliza el enlace éster en policarbonatos y resinas selibera BPA que puede llegar a las bebidas o alimentos envasados y/o almedio ambiente. Como consecuencia directa, los humanos nos encontramosexpuestos de forma ubicua a niveles biológicamente activos de estecompuesto19.
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Diversos estudios demuestran que la presencia de BPA puede originar, entreotros efectos, esterilidad, aumento de la producción de testosterona e inclusocáncer de próstata20. Por otra parte, un informe de la FDA del 2010 loidentificó también como potencialmente peligroso para fetos y niñospequeños21. A pesar de estos datos, su uso sólo se ha restringido a nivelmundial en la producción de biberones. Únicamente el gobierno francés dioun paso más allá en 2013, prohibiendo su uso en todos los envasesdestinados a uso alimentario a partir del 2015. No obstante la EFSA(Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria) reiteró sólo unas semanasmás tarde de la entrada en vigor de esta normativa, el 21 de enero de 2015,que no existía ningún problema de salud asociado a los niveles actuales deBPA a los que se encuentra actualmente expuesta la población22.Con respecto al ámbito de las aguas medioambientales, la Unión Europea noestablece niveles máximos permitidos en la legislación vigente, aunquedistintos estudios muestran que es habitual encontrar niveles de BPA delorden de las ppb23,24.
Desarrollo experimentalEn el presente trabajo se ha estudiado la extracción simultánea de BPA, OP yNP en aguas mediante dos técnicas diferentes. Se ha desarrollado un métodopara una técnica perfectamente establecida como es la SPE y se ha comparadocon otro desarrollado para la HF-LPME, una técnica de más recienteimplantación. Se han estudiado ventajas e inconvenientes de ambos métodos yse ha profundizado en el potencial real de la HF-LPME. El trabajo quedarecogido en la cuarta contribución científica contenida en esta tesis.Siguiendo la línea que une a todos los trabajos de esta tesis, el bisfenol A hasido cuantificado mediante espectrometría de masas de dilución isotópicallevada a cabo por medio de la deconvolución de perfiles isotópicos. Adiferencia de los dos trabajos anteriores, no se realizó la síntesis del análogo de
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13C12-BPA (con todos los 12C sustituidos por 13C) fue adquirido a una firmacomercial.Una de las mejoras aportadas respecto a los trabajos anteriores ha sido laoptimización de las condiciones cromatográficas, utilizando como fase móviluna mezcla metanol:agua (97:3) modificada con 0.01% de NH3 en condicionesisocráticas. Este cambio respecto a los trabajos anteriores se debe a que se haobservado que la presencia de NH4Ac disminuye la intensidad de señal de lostres compuestos, sobre todo la del BPA. Esta modificación, junto a una mejoroptimización de las condiciones de adquisición del espectrómetro de masas(ver la “Table 1” del apartado siguiente), permitió reducir el volumen demuestra, con respecto al primer trabajo incluido en este bloque, de 200 a 100mL. Además, la mejora de la señal permitió realizar la confirmación de los trescompuestos mediante la adquisición de una transición extra, hecho que no fueposible en el caso del octilfenol en el segundo trabajo.Por otra parte también se estudió durante la separación cromatográfica el usode gradientes, pero esta opción se descartó ya que la presencia de EDCs en lasfases móviles propició una acumulación de dichos compuestos durante losciclos de inyección.Como ya se ha indicado en numerosas ocasiones anteriormente, el mayorproblema asociado a la determinación de alquilfenoles es la contaminación queaparece tanto en el material de laboratorio como en las muestras de agua, nosiendo posible encontrar blancos de muestra. Por este motivo, una de lasacciones realizadas para reducir los niveles de nonilfenol en el agua de calidadMilli-Q fue adaptar un filtro de carbono, el EDS-PAK de Millipore, al sistemaexpendedor de agua de esta misma marca. La función de éste es la reducciónde la concentración de nonilfenol, entre otros EDCs, por debajo de la 0.1 µg/L.Sin embargo, el agua obtenida contenía concentraciones del NP superiores a0.3 µg/L, hecho que obligó a realizar los estudios de fortificación de nuevo en

BPA marcado  con un solo 13C. Así, el  compuesto  enriquecido  isotópicamente
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agua embotellada. Además, también existieron problemas para encontrar aguade depuradora con un nivel de NP cercano a 0.1 µg/, por lo que se tuvieron querealizar diversos muestreos. Como se puede observar en la Figura 3.6 (a),durante el tratamiento de muestra se intentó evitar el contacto con material deplástico para minimizar toda posible fuente de contaminación, utilizandocartuchos de SPE confeccionados en vidrio e incluso adaptadores depolitetrafluoroetileno (PTFE) entre estos y las jeringas utilizadas a modo dedepósito.En base a trabajos previos y teniendo en cuenta la escasa disponibilidad decartuchos SPE de vidrio, la optimización de la SPE fue realizada únicamente encartuchos de tipo C18. Cabe mencionar que experiencias anteriores conextracciones de OP y NP en aguas utilizando cartuchos con relleno poliméricoOASIS HLB no dieron resultados satisfactorios en el caso del OP; otro motivopor el que fueron descartados. Durante la optimización, se evaluaron cuatrodisolventes de elución (metanol, acetonitrilo, acetona y hexano) y serecogieron dos fracciones de 5 mL para cada uno, llevando los extractos asequedad en todos los casos y reconstituyéndolos en 0.5 mL de metanol. Seobservó que las condiciones más adecuadas entre las estudiadas fue la elucióncon 5 mL de acetonitrilo, obteniendo una recuperación del 78% para el BPA,del 68% para el OP del y del 59% para el NP.En lo que se refiere a la optimización de la microextracción en fase líquidahaciendo uso de fibras huecas (HF-LPME), se estudiaron distintas fasesaceptoras (octanol, dietiléter y tolueno) así como diversos tiempos deextracción (15, 30 y 45 min). De nuevo, las condiciones óptimas para los trescompuestos se alcanzaron mediante una extracción de media hora utilizandooctanol como fase aceptora. En este caso, la recuperación absoluta del BPA fuedel 10% y del 15% y 12% para el OP y el NP respectivamente. Los montajesrealizados para ambos tipos de extracciones se pueden consultar en la Figura3.6.
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Figura 3.6 Montajes utilizados para la extracción y concentración de disruptores
endocrinos en aguas por SPE (a) y HF-LPME (b).Las metodologías desarrolladas se validaron satisfactoriamente en aguaresidual depurada, agua superficial y agua embotellada, a dos niveles deconcentración (0.1 y 1 µg/L para OP y NP y 0.5 y 5 µg/L para BPA). El mayornivel de fortificación seleccionado para el BPA se debe a que la extracción porHF-LPME no permitió trabajar a niveles más bajos con valores de precisiónaceptables (RSD≤20%), aunque este valor también fue finalmente seleccionadopor ser el más habitual en aguas de efluente de depuradora23. Las ventajas einconvenientes de ambos métodos de extracción se abordan de forma másexhaustiva en el siguiente apartado.

a b
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3.4.1 Artículo científico 4

Comparison of solid phase extraction and hollow fiber liquid phase
microextraction for the determination of endocrine disrupting

compounds by mass spectrometry and isotope pattern deconvolutionSubmitted to Journal of Chromatography AFabregat-Cabello, N., Pitarch-Motellón, J., Sancho, J.V., Ibáñez, M. & Roig-Navarro, A.F.
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Comparison of solid phase extraction and hollow fiber
liquid phase microextraction for the determination of
endocrine disrupting compounds by mass spectrometry
and isotope pattern deconvolution

Submitted to Journal of Chromatography A
Neus Fabregat-Cabello, Jorge Pitarch-Motellón, Juan V. Sancho, María
Ibáñez, Antoni Francesc Roig-Navarro*.

Research Institute for Pesticides and Water, Universitat Jaume I, E-12071, Castellón,

Spain.

ABSTRACTIn the present work two different methodologies have been developed andvalidated for the determination of bisphenol A (BPA), t-octylphenol (OP) andthe technical mixture of nonylphenol (NP) in water samples by isotope dilutionmass spectrometry and isotope pattern deconvolution. Quantification wasperformed by ultra high pressure liquid chromatography and tandem massspectrometry (UHPLC-MS/MS). For this purpose two extraction methodologieswere proposed and compared: a routine extraction methodology based onsolid phase extraction (SPE), and a non-conventional technique based onhollow fiber liquid phase microextraction (HF-LPME). The soughtmethodologies were satisfactorily validated in drinking water, surface waterand effluent wastewater at two concentration levels, 0.1 and 1 µg/L foralkylphenols and 0.5 and 5 µg/L for BPA. Recoveries within 89-113% and 93-109% were obtained for HF-LPME and SPE respectively, with acceptablecoefficients of variation in all cases according to SANCO guidelines. Besides, theuse of isotope pattern deconvolution (IPD) calculations permitted to obtain the
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concentration of each analyte without the need to perform any calibrationcurve. Finally, a thorough comparison of both methodologies is included,showing that while HF-LPME provides shorter sample preparation time andoverall cost, SPE extraction and manipulation is highlighted by its simplicity.
KEYWORDS: Nonylphenol, Octylphenol, Bisphenol A, Hollow fiber liquid phasemicroextraction, Isotope pattern deconvolution, LC-MS/MS, water analysis

1. INTRODUCTIONEndocrine Disrupting Compounds (EDC) is a group of exogenous organiccompounds that are able to interfere with the normal function of the endocrinesystem. 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 internationalaquatic regulations [2,3], there is still no regulatory status for some of them.This is mainly a consequence of the limited understanding related to theirimpact 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 thewidespread use and disposal of these materials all over the world. Plastics aresupposed to be inert materials that cannot interact with cells due to their largemolecular size. Nevertheless, they are able to adsorb, transport and alsorelease, when degraded or leached, smaller molecular compounds [4]. As aconsequence, and among others, phenol derivates are released during all thewater cycle [5], including those of increasing concern such as bisphenol A,octylphenol and nonylphenol. These compounds can eventually reach thetrophic chain and disrupt the endocrine system of higher consumers.Bisphenol A (BPA) is a monomer mainly used during the synthesis ofpolycarbonate plastics and epoxy resins [6]. Alkylphenols are mainly employed
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for producing alkylphenol ethoxylates, a surfactant additive widely employedin the manufacture of a variety of detergents and plastic products. Nowadays,over the 80% of the global production of alkylphenols corresponds tononylphenol mixtures (NP) while the other 20% corresponds to t-octylphenol(OP) [7].When analyzing EDCs at ultratrace levels in water samples, a preconcentrationstep is mandatory. For this reason, a wide variety of preparation techniqueshave 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, conventionalprocedures 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 volumesand reduce the sample treatment, are being constantly developed. The mostcommon microextraction techniques are stir bar sorptive extraction (SBSE)[11], and solid phase microextraction (SPME) both, in classical PDMS fibers orwith the recently proposed use of polyethersulfone (PES) SPME tubes, whichincreases the extraction rate compared with previous materials [12].Alternatively, other relatively new extractions procedures have been appliedfor the extraction of EDCs, which include thin-film microextraction (TFME)[13], hollow fiber liquid phase microextraction (HF-LPME) [14] or membraneassisted solvent extraction (MASE) [9].The determination of EDCs has been described using either high (or ultrahigh)-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 overGC since it provides faster separations and is also able to achieve thesensitivity and selectivity required. Besides, UHPLC-MS/MS also avoids theneed to perform any derivatization steps. Nevertheless, the great majority of
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miniaturized extraction techniques are combined with GC techniques. Thereare only a few exceptions using microextraction techniques together with LC-MS, which include the use of ionic liquid dispersive liquid-phasemicroextraction (DLLME) [15] and, to a lesser extend, HF-LPME [16]. It has tobe pointed out that the main drawback of this hyphenated technique is itsinterface, normally an electrospray ionization source (ESI), which tends tosuffer from matrix effects [17,18] leading to inaccurate quantifications. Matrixeffects can be compensated by different approaches. The most accurate way todeal with these modifications during signal acquisition is by the addition oftheir corresponding isotopically labelled internal standard (IL-IS), as theypresent the same ionization behaviour as analytes [19]. When selecting an IL-IS, 13C or 15N labelling is preferred over deuterium labelling sincechromatographic isotopic effects are common in the latter case [18].The aim of the present study was to develop a rapid method for the extractionof NP, (OP) and BPA in water samples by means of HF-LPME and its reliablequantification by UHPLC-MS/MS. Also, a standard SPE was optimized forvalidation and comparison purposes. On the other hand, a quantificationmethod based on IDMS has been developed, using the correspondingisotopically 13C-labeled analogues of each target analyte, thus correcting thematrix effect. In order to reduce the total analysis time the quantification wascarried out by using isotope pattern deconvolution (IPD), which avoids the useof calibration curves. Previously to method development, a thorough study ofall contamination sources has been performed.
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2. MATERIALS AND METHODS

2.1 Reagents and materialsBisphenol 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 deHaen (Seelze, Germany)). In-house synthesized 13C1 -4-(3,6-dimethyl-3-heptyl)phenol (13C1 –NP) (purity 99% and 13C1-enrichement 98%) and 13C1-4-tert-octylphenol (13C1-OP) (purity 99% and 13C1-enrichement 99%) were alsoemployed [16,20]. Alternatively, 13C12-bisphenol A (purity 98% and 13C12-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 byScharlau (Barcelona, Spain). For the extraction, 1-octanol (reagent grade, 99%)was obtained from Sigma-Aldrich Co. (Madrid, Spain). The pH of the mobilephase 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 bydissolving 50 mg, accurately weighted, in 50 mL of methanol. Since 13C12-BPAwas purchased as a 1.2 mL solution of 100 µg/mL in acetonitrile, stock solutionwas prepared by dilution until 25 mL with methanol. This provided aconcentration by reverse isotope dilution against the natural compositioncompound of 6.18 µg/mL. The same procedure was applied to calculate theexact concentrations of labeled stocks solutions, obtaining 15.41 µg/mL 13C1 –NP and 10.04 µg/mL for 13C1-OP.An intermediate mixed solution of OP, NP and BPA at a concentration of 0.2,0.2 and 1 µg/mL was prepared after mixing individual stock solution anddilution 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 lowerconcentration solution was prepared by a ten-fold dilution with methanol. Allstandard solutions were stored in amber glass bottles at -20ºC in a freezer.The Accurel® Q3/2 polypropylene (PP) hollow fibers (600 μm i.d., 200 μmwall thickness and 0.2 μm pore size) were obtained from Membrana(Wuppertal, Germany). Cartridges used for SPE were C18 glass SPE tube ENVI-18 (500mg /6mL), PTFE SPE Tube Adapter (with female luer port), 30 mLglass 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-Pakpolisher (Millipore, Bedford, MA, USA). The EDS filter enables the removal ofendocrine disruptors in ultrapure water. Certified polypropylene bonded capswith PTFE/red rubber septum from Supelco (Bellefonte, PA, USA) wereemployed for the LC vials.
2.2 InstrumentationAn 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 T3column 1.8 µm, 2.1 mm x 100 mm (i.d.) (Waters) at a flow rate of 0.3 mL/minand the injection volume was 20 µL. The column was kept at 40 ºC and thesample manager was maintained at 5 ºC. The separation was performed underisocratic conditions with a mobile phase consisted of 97% methanol/waterwith 0.01% ammonia. Due to the expected volatility losses of NH3 dissolved inmethanol, mobile phase was daily prepared.
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Table 1. Studied analytes including CAS number, chemical structures and log Kow.
Analyte

(CAS number) Chemical structure Internal standard Log Kow

Bisphenol A(BPA)(80-05-07) 3.32

4-tert-Octylphenol(OP)(140-66-9) 4.12

TechnicalNonylphenol(NP)(25154-52-3,84852-15-3) 4.48
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Analysis was performed according to the following parameters: capillaryvoltage 3.30 kV, source and desolvation temperatures at 120 and 350 ºC, conegas and desolvation flow were set at 80 and 800 L/h. The mass spectrometerwas operated in negative mode electrospray ionization in selected reactionmonitoring (SRM) mode. MS/MS experimental conditions for the selectedcompounds are shown in Table 2. Drying as well as nebulizing gas wasnitrogen, obtained from a nitrogen generator N2 LC-MS adapted for LC-MSanalyzers (Claind, Teknokroma, Barcelona, Spain). For operation in MS/MSmode, collision gas was Argon 99.995% (Praxair, Madrid, Spain) with apressure of approximately 4·10-3 mbar in the collision cell. Dwell times of 0.1s/scan were chosen. MassLynx v4.1 (Waters) software as well as homemadeexcel spreadsheets were used to process the quantitative data obtained.
Table 2. Experimental conditions of the UHPLC-MS/MS for the selected compounds

Compound
Ret.

Time
(min)

Cone
voltage

(V)

Ion-ratio
transitions1

Native
compound

SRM transitions
Isotopic label

SRM transitions
IPDBisphenol A(BPA) 0.85 30 227.2 > 212.1 (15)227.2 > 133.0 (20) 239.2 > 224.1(15)13C12-BPA 227.2 > 212.1 (15)228.2 > 213.1 (15)239.2 > 224.1(15)Octylphenol(OP) 1.15 30 205.2 > 133.0 (25)205.2 > 117.1 (45) 206.2 > 134.0 (25)13C1-OP 205.2 > 133.0 (25)206.2 > 134.0 (25)207.2 > 135.0 (25)Nonylphenol(NP) 1.27 30 219.2 > 133.0 (25)205.2 > 147.1 (25) 206.2 > 134.0 (25)13C1-NP 219.2 > 133.0 (25)220.2 > 134.0 (25)221.2 > 135.0 (25)1Information in brackets: Collision energy (eV), bold = Quantifier; IPD: Isotope PatternDeconvolution.
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2.3 Preparation of water samplesEnvironmental samples with observable suspended particulate matter weredecanted by pouring the water after sedimentation slowly from the samplebottles into clean 1 L glass (Schott-Duran) bottles [21]. Then, 0.5 mL of thelabeled mixture solution was added to a 100-mL volumetric flask, where thewater sample was used to fill it and to adjust the final volume. This gives a finalconcentration of 0.1 µg/L except for 13C12-BPA which was 0.5 µg/L. Accurateand precise results will be obtained when the ratio of concentrations betweenthe natural and labeled compound is in the range of 0.1 to 10, according to therandom error propagation theory [22].
2.4 Recommended Hollow fiber extraction procedureFibers were cut into 13 cm long pieces and cleaned by means of sonication (15min in methanol followed by 15 min in acetone) and soaked with 1-octanol for5 seconds in order to impregnate the pores of the hollow fibers. Then theexcess of 1-octanol on the outside was removed by washing the fiber 25seconds in stirred bottled water. The lumen of the hollow fiber was filled with30 μL of the acceptor phase, 1-octanol, using a 100-μL HPLC microsyringemodel 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 awire and immersed into a 100 mL water sample. Extraction was performedduring 30 min at 800 rpm. After extraction, the acceptor was transferred fromthe fiber into a HPLC vial flushing with 270 μL of methanol using a HPLCgastight syringe model 1001 (outer diameter 0.72 mm) from Hamilton (Reno,Nevada, USA). Before injection into the HPLC system, samples werehomogenized by agitation in a vortex during 5 seconds.
2.5 Solid phase extraction procedureSPE was performed using Supelclean ENVI-C18 glass cartridges that wereconditioned 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 watersamples, a PTFE adapter was stacked to a 30 mL syringe barrel to act as alarger loading reservoir. One hundred mL water samples were percolatedthrough the cartridges by gravity, and then cartridges were vacuum dried for30 min. Analytes were eluted using 5 mL of acetonitrile. The extracts wereevaporated to dryness at 40 ºC under a gentle stream of nitrogen andreconstructed in 0.5 mL of methanol.
2.6 Cleaning procedureThe ubiquitous presence of the selected compounds in all the laboratorymaterial, included solvents, is probably the main challenge during thedetermination of EDCs at very low concentration levels. For this reason, andaccording to our previous experience [16,20], all glass material was rinsedwith acetone, methanol and hexane. Compared with previous works, rinsingalso with hexane was added to the cleaning procedure due to somecontamination observed after rinsing only with the other two solvents.On the other hand, both hollow fibers and magnetic stirrers were rinsed withacetone and sonicated 15 min in methanol and 15 min in acetone before use.HPLC syringes were rinsed twice with acetone and twice with methanolbetween samples. Due to their low cost, fibers were discarded after being usedto decrease memory effect and cross-contamination.
2.7 Determination of EDC by Isotope Pattern DeconvolutionThe isotope dilution calculation methodology applied in this work is based onthe combination of multiple linear regression and the use of labeled 13C-analogues of each analyte. Briefly, this approach assumes that the final isotopiccomposition observed in the mixture, SRMi

mixA , is a combination of thecontribution of the abundances of the analyte, SRMi
natA , and those of the
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isotopically enriched spike, SRMi
labA [23–25]. This can be better described inmatrix notation as can be observed in Equation 1.
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As can be seen in Equation 1, an error vector, eSRMi, needs to be included inorder to resolve the system of equations, since a minimum of three SRM haveto be employed. The solutions to Equation 1 correspond to the molar fractionsof natural and labeled compounds in the mixture, Xnat and Xlab. These can beobtained by using conventional spreadsheet software (e.g. LINEST function ofMicrosoft Excel). Finally, the amount of natural abundance compound, Nnat, canbe directly calculated using Equation 2 since the added amount of labeledstandard, Nlab, is known.
lab

nat
labnat X
XNN  (2)Consequently, quantification of EDC avoids the need to carry out anymethodological calibration curve. It must be pointed out that the theoreticalmass isotopomer distribution coming from each precursor ion have to beobtained and compared with those obtained experimentally. This can be easilycarried out by using the software Isopatrn implemented by L. Ramaley et al.[26]Finally, confirmation of the presence of the selected compounds was carriedout by calculating the peak area ratios between the qualifier (q), and thequantifier transition (Q) and comparing them with ion-ratios from a referencestandard (See Figure 1).
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3. RESULTS AND DISCUSSION

3.1 Optimization of the chromatographic conditionsThe proposed LC method was optimized to provide a simple and fastseparation of BPA, OP and NP. In a first approach, gradient conditions usingC18 columns were tested since are known for providing better peak shapesand increasing retention for the less apolar compounds. On the basis of thegradient conditions used by Jing et al. [27], different combinations methanol-water were studied. Bearing in mind the high levels of EDCs usually containedin Milli-Q grade water [28,29], it was passed through an extra purificationsystem, an EDS polisher. Nevertheless, even using treated MilliQ water,nonylphenol was accumulated during gradient injection cycles. As aconsequence gradient conditions were finally discarded.Therefore, the isocratic conditions were also tested. Based on our previousworks [16,20] different percentages of methanol-water combinations, with andwithout ammonia and ammonium acetate as modifiers, were evaluated. Thebest sensitivity was reached with a mobile phase consisted of 97%methanol/water with 0.01% ammonia since the presence of NH4Ac affectednegatively the signal of BPA. In these conditions, the signal enhancement of NPand OP in methanol extracts when combined with octanol extracts was notobserved as occurred in previous works [16]. On the other hand, it has to behighlighted that the chromatographic run was reduced to only 2 min,decreasing considerably the analysis time compared with previous developedmethodologies [5,12,30]. Last but not least, and as stated before, theseconditions avoid problems of inaccuracy between injections compared withprevious developed methodologies using gradient conditions [12]. Achromatogram under these conditions can be consulted in Figure 1.
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3.2 Measurement of the isotopic composition of 13C12-BPA by LC-
MS/MSAs stated above, the correct quantification via IPD equations require theaccurate knowledge of the relative abundances of both natural and isotopicallylabeled compounds. For this reason, abundances were experimentallymeasured for each analyte (both natural and labeled) by preparing individual500 µg/L standards in methanol and injecting each five times which theappropriate SRM transitions.In LC-MS/MS, the occurrence of different fragmentation mechanisms mayoccur simultaneously in the collision cell, and fragment ions containingdifferent 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 observedthat 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 ± 0.3for [M-H-C6H14]- and 4.0 ± 0.3 % for [M-H-C6H15]- while for OP of 98.10 ± 0.13for [M-H-C5H12]- and 1.9 ± 0.13 % for [M-H-C5H13]-. In the case of BPA, theobserved 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 usedfor IPD calculations.

3.3 Concentration and extend of 13C-enrichment of the 13C12-BPA
standardIn order to apply IPD calculations, it is mandatory to know the exact amount ofeach labeled compound added to the sample. For this reason, the concentrationof 13C12-BPA was calculated against its corresponding reference naturalanalogue. Under these circumstances, we obtained a concentration of 6.18 ±0.09 µg/mL. The isotopic enrichment of 13C was found to be 99.0% calculatedaccording to the method described elsewhere [20] and matched with thenominal enrichment provided by the manufacturer.
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3.4 Optimization of the HF-LPME experimental parametersThe efficiency of the current procedure was examined by studying extractionsolvent and time, maintaining a fix stirring speed at 800 rpm. This agitationrate was selected since it was the biggest value that did not originate a vortexin the sample solution. Other parameters, including the extraction pH andamount of sodium chloride added to the sample solution were not evaluatedsince they have normally a low or negative influence [16,33].Selection of the acceptor solvent was performed with octanol, diethyl etherand toluene by extracting the target compounds in water samples during 30min. Among them, octanol was preferred due to their high partition coefficientwater-octanol for the selected compounds (See Table 1). For each solvent, atriplicate of 100 mL of Milli-Q water fortified with the three compounds at aconcentration level of 5 µg/L plus a blank sample were evaluated. Negligiblerecoveries were obtained for both diethyl ether and toluene. Thus, octanol hasbeen chosen as acceptor phase. This solvent has the advantage of beingcompatible 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, watersamples 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 ofabsolute 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 parametersConsidering problems reported in previous publications [10,20] as well aspossible contamination, C18 glass tube cartridges were selected due to theirability to retain non-polar compounds. The optimization was performed
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evaluating four different elution solvents (methanol, acetonitrile, acetone andhexane) and collecting two consecutive fractions of 5 mL for each solvent.Then, each fraction was evaporated with a gentle stream of N2 and finallyreconstituted in 0.5 mL of methanol. The best results were obtained using 5mL of acetonitrile as elution solvent, which provided absolute recoveries of78%, 68% and 59% for BPA, OP and NP, respectively.
3.6 Performance of the analytical methods: SPE vs HF-LPMEOnce the SPE procedure and the HF-LPME parameters were optimized, themethod validation was carried out. As no certified reference material wasavailable for the target compounds, different spiked water samples were usedto obtain the recoveries and relative standard deviation (RSD) of the method.Three types of water samples were evaluated, bottled water, surface water andeffluent wastewater, at two concentration levels, 0.1 and 1 µg/L foralkylphenols and 0.5 and 5 µg/L for BPA. Compared to OP and NP, the BPAlevels were increased due to the high RSD obtained for HF-LPME inpreliminary experiments. For each combination matrix-validation level, fourindependent replicates were analyzed within a day and injected in duplicate.“Blank” water samples of each matrix spiked only with the isotope labeledmixture were also processed to subtract the endogenous amount of the targetcompounds. As an example of the method performance Figure 1 illustrates thedetection and confirmation of the selected compounds in a surface watersample. Since no real sample blank was found for any of the studied matrices,the subtraction of the blank values from fortified samples resulted in highererrors in the recovery calculation. As can be observed in Table 3, this mostlyaffected the lowest validated level, especially for NP as higher blank levelswere found.
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Figure 1. UHPLC–MS/MS chromatograms of BPA (a), OP (b) and NP (c) for referencestandards (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% and113% with SPE. RSDs were below 17% in HF-LPME while SPE presented amaximum of 16% (Table 3). These values agreed with the SANCO guidelineSANCO/12571/2013 [34] which proposes RSD ≤ 20% and recoveries between70% and 120%. In both cases, the highest RSDs corresponded to NP at thelowest validated level, probably caused by the highest error with the
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subtraction of its concentration in blank samples. Consequently, the extractionmethodologies developed were satisfactorily validated in all matrices.The limit of quantification (LOQ) objective was established as the lowestvalidated level for all compounds, which was in agreement with actual EUdirective for waters for NP (0.3 ng/mL) and OP (0.1 ng/mL) [2]. As statedbefore, maximum levels of BPA in water are not established in any legislation.For the measurements, the labeled compounds, 13C12-BPA ,13C1-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 internalstandards coeluted with their natural analogues, thus no chromatographicisotopic effects were observed, making them able to correct any possiblematrix 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 mainadvantage of the very low cost of each extraction fiber (approximately around0.03 euro) and allows an average of 9 extractions in 2 hours (with the magneticstirring set of 9 plates used in the present work. See Figure S1). Thus, around13 minutes are needed per sample extracted. Besides, only 300 µL of solventare employed, which is in line with green chemistry tendencies. Nevertheless,the preparation of hollow fibers and consequent withdrawal of the acceptorsolvent after extraction requires practice, and its manipulation is sometimescomplicated. This could be an added difficulty to its application in routinelaboratories despite of the economic advantages.Alternative, the SPE technique, in the off-line version used in this work (12position), is a very simple, transferable and accurate extraction methodology.Despite the high price per SPE glass cartridge (around 7 euros each), highervolume consumption (9.5 mL of organic solvents per sample) and longersample treatment time, this approach can be much easier applied.
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Nevertheless is a tedious extraction and permits, approximately, a maximum of20 extracted samples per 8h-working day, what makes and average time of 24minutes per sample. It has to be pointed out that if only 10 samples areextracted, the total time per sample will be increased, making it a laboriousprocedure.Confirmation of possible findings was carried out by calculating the peak areratios between the confirmation transition (underneath the quantifiertransition in Table 2) and the quantifier (in bold in the same Table) and bycomparing them with the ion-ratio calculated from a reference standard(Figure 1). Maximum deviations accepted in q/Q ratios were based onguideline SANCO/12571/2013 [34], where a maximum of 30% is established.A notorious improvement in this work compared with previous literature isthe possibility of confirming positive findings of OP due to improved signalsensitivities [16]. Besides, it was possible to reduce the sample volume from200 mL to 100 mL in the SPE extraction [20].
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Finally, all SRM transitions, employed for IPD calculations as well as theconfirmation transitions for BPA, OP and NP, could be acquired simultaneouslyat this low level for all analytes. This makes possible to quantify and confirmthe selected analytes with a high level of confidence in a single injection.

Table 3. Recovery for bisphenol A (BPA), 4-tert-octylphenol (OP) and technicalnonylphenol (NP) in bottled water, effluent wastewater and surface water obtained byisotope pattern deconvolution calculations. Extractions by HF-LPME and SPE areinclude for each water sample.

a The uncertainty of the values corresponds to 1s standard deviation of fourindependent replicates injected two times each.

Bottled water Effluent
wastewater Surface water

Compound Validation
level HF-LPME SPE HF-LPME SPE HF-LPME SPE

Bisphenol A LOQ 104 ± 14 93 ± 3 102 ± 14 93 ± 8 104 ± 7 96 ± 310 LOQ 98 ± 8 94.1 ± 1.2 100 ± 8 101.6 ± 2.3 99 ± 11 107 ± 3
Octylphenol LOQ 105 ± 10 105 ± 7 100 ± 11 104 ± 8 96 ± 15 109 ± 710 LOQ 100.7 ± 1.3 101.9 ± 1.4 99.5 ± 1.5 100 ± 3 102 ± 4 97 ± 4
Nonylphenol LOQ 109 ± 17 97 ± 16 89 ± 14 113 ± 13 94 ± 15 91 ± 1510 LOQ 107.6 ± 2.4 103 ± 8 113 ± 9 103 ± 8 111 ± 9 102 ± 8
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4. CONCLUSIONSIn this work, a HF-LPME method by UHPLC-MS/MS has been demonstrated tobe suitable for simultaneous determination of BPA, OP and NP with highsensitivity, high enrichment factors and good sample clean-up ability. Besides,compared with previous developed methodologies [14] no derivatization stepis required and analytes can be separated in a 2-minutes run. In addition, theproposed extraction procedure is performed in only 30 min, which is a greatadvantage compared with other microextraction techniques which normallyrequire longer extraction times [11,12].Regarding quantification, IPD calculations have been proven trustworthy andfast, providing one result per sample injection. Quantification, based in IDMSthrough 13C-labeled compounds and multiple linear regression has theadvantage that methodological calibration curves are no longer needed, thusreducing the total analysis time.Comparable results in terms of precision and accuracy have been observed inboth extraction methodologies tested, classical SPE and HF-LPME. In the caseof extraction by disposable hollow-fibers with octanol as acceptor phase, it hasbeen proved to be a fast, inexpensive, precise and sensitive analyticalprocedure. Nevertheless, it could be difficult to manipulate the fibers beforeand after the extraction and this must be a key point when applying thisprocedure in routine laboratories. Also, and despite of the high enrichmentfactors obtained, absolute recoveries are still very low.
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4.1 Introducción

Las micotoxinas son metabolitos secundarios de ciertas especies fúngicasfilamentosas, principalmente del género Aspergillus, Penicillium y Fusarium,sintetizadas después de un tiempo de crecimiento activo o como respuesta acondiciones de estrés. Estos hongos crecen normalmente en alimentos deconsumo humano y de animales, tales como forrajes, granos y plantasleguminosas. Pueden originarse antes, durante y después de la cosecha, comoresultado de una manipulación o almacenamiento inadecuados,principalmente en países con climas húmedos y cálidos. Como consecuencia dela presencia de estos hongos en piensos, las micotoxinas pueden llegar al serhumano a través de la cadena alimentaria. Carnes, huevos y leche, además desus derivados, son alimentos típicos donde se encuentran estos contaminantes.En la actualidad se han descrito más de 300 micotoxinas, aunque sólo unas 30tienen características tóxicas para los humanos y/o animales. Estosmetabolitos forman un grupo de compuestos de bajo peso molecular muyheterogéneo, con estructuras y características físico-químicas y toxicológicasmuy distintas entre ellas. A modo de ejemplo, la Figura 4.1 muestra laestructura molecular de 9 micotoxinas seleccionadas. Cabe destacar que apesar de que todas las micotoxinas tienen origen fúngico, no todos loscompuestos generados por hongos se denominan micotoxinas. Por ejemplo, eletanol y la penicilina son sintetizados por hongos pero no son consideradoscomo micotoxinas.Las micotoxinas no son sólo complicadas de describir sino que también sondifíciles 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.

características toxicológicas, a pesar de que un gran número de micotoxinasmuestran características tóxicas superpuestas1. No obstante, en la actualidadaún no existe un consenso general sobre su clasificación.El término micotoxina fue acuñado en 1962 tras la muerte de 100.000 pavoscerca de Londres (Inglaterra), hecho que se asoció a la ingesta de cacahuetescontaminados 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 enalimentos. Si bien es cierto que las micotoxinas no pueden ser eliminadascompletamente, sí que es posible restringir los niveles máximos en losalimentos de consumo humano y piensos para que así la exposición de lapoblación a través de la cadena alimentaria no suponga un riesgo. De formageneral, las micotoxinas pueden provocar una amplia variedad de efectosadversos en la salud en función de su naturaleza química: algunas afectan alsistema inmunitario, mientras que otras son teratogénicas, mutagénicas y/ocarcinógenas en ciertas especies de animales. También han sido asociadas conalgunas enfermedades crónicas y agudas en diferentes partes del mundo, tantoen animales como en humanos. En los años 1993 y 2002, la AgenciaInternacional de Investigación sobre el Cáncer de la OMS2,3 evaluó el potencialcarcinogénico de las aflatoxinas, ocratoxinas, zearalenona, fumonisinas y elgrupo de tricotecenos. Las aflatoxinas fueron clasificadas como Carcinogénicas(Grupo 1), mientras que se concluyó que la ocratoxina A y las fumonisinas son
Posiblemente Carcinogénicas (Grupo 2B). Sin embargo, los tricotecenos y lazearalenona no pudieron ser clasificados como carcinogénicas (Grupo 3). Noobstante, en la actualidad aún no se conocen con precisión sus efectos sobre lasalud humana ni tampoco los niveles de exposición habituales4.En general, la exposición a micotoxinas es más habitual en países pocodesarrollados, donde es común el uso de métodos poco exhaustivos paramanipular y almacenar los alimentos. A su vez, este hecho suele ir ligado aproblemas de malnutrición y a la baja o nula regulación de éstas. No obstante,también se ha descrito la presencia de micotoxinas a niveles bajos en distintosalimentos en países desarrollados. Por ejemplo, un reciente estudio de la dietatotal en la Comunidad Valenciana de Beltran et al.5 mostró resultados positivosde la presencia de deoxinivalenol en cereales y de fumonisina B1 tanto encereales de desayuno como en cervezas. No obstante, los niveles obtenidos demicotoxinas no superó en ningún caso los contenidos máximos regulados en elreglamento 1881/2006/EC6 ni en ninguna de sus posteriores modificaciones.
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Tabla 4.1 Contenidos máximos permitidos de micotoxinas reguladas en
alimentos de consumo humanoa y en piensosb.

Compuesto Alimentos(µg/Kg) Alimentosinfantiles(µg/Kg) Piensosb(µg/Kg)Aflatoxina B1 2.0-8.0 0.1 5-20dSuma de aflatoxinas (B1, B2, G1 y G2) 4.0-15.0 - -Deoxinivalenol 500-1750 200 900-12000Ocratoxina A 2-10 0.5 50-250Zearalenona 50-200 20 100-3000Suma de fumonisinas (B1 y B2) 400-2000 200 500-60000Suma de toxinas (HT-2 y T-2)c 25-1000 15 250-2000a Reglamento de la Comisión Europea 1881/20066bRecomendación de la Comision Europea 2006/576/EC7c Directiva de la Comisión Europea 2013/165/EU8d Reglamento de la Comisión Europea 574/20119
Como ya se ha comentado en la introducción, son múltiples las agencias queintentan regular las cantidades máximas permitidas de micotoxinas enalimentos para asegurar la salud de la población, incluyéndose la FAO, la WHOy la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA, European Food Safety
Authority)10. A finales del 2003 unos 100 países disponían de legislaciónreferente a los niveles de micotoxinas en la industria alimentaria (cubriendoaproximadamente el 85% de la población mundial), principalmente incluyendoa 13 micotoxinas10. En Europa, la legislación concerniente a los nivelesmáximos de micotoxinas en distintos alimentos para consumo humano y parapiensos está establecida mediante diversos reglamentos y directivas de laComisión Europea. En éstas se han establecido límites de unos pocos ng/g paraun gran número de combinaciones de analito-matriz. Los intervalos legisladospueden consultarse en Tabla 4.1. Por su parte, la Administración de Alimentosy Medicamentos de los Estados Unidos (FDA, Food and Drug Administration) esla encargada de establecer los niveles máximos regulados en EEUU11.Comparando ambas directivas destaca que la europea es mucho más específica
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en cuanto a combinaciones matriz-micotoxina. No obstante, tal y como bienseñaló P. van Egmond10, la regulación no es un proceso tan simple ya quedepende en gran medida de los hábitos alimenticios de la población y delnúmero de fuentes a las que están expuestas.
Metodologías de análisisLa presencia de micotoxinas en alimentos y su determinación analítica se haconvertido en un constante desafío. El proceso de generar nueva legislaciónreferente a estos metabolitos va intrínsecamente ligado al desarrollo de nuevasmetodologías de análisis, cada vez más fiables (robustas, exactas y precisas), ya su validación mediante la realización de ejercicios de intercomparación12.Como ya se ha comentado anteriormente, la diversidad de estructurasquímicas de las micotoxinas unidas a la necesidad de alcanzar límites decuantificación del orden de los ng/g, continua siendo un reto analítico. Por estemotivo, desde su reconocimiento como problema en los años 60, se hanutilizado un gran número de métodos de análisis para la detección ycuantificación de micotoxinas. Entre ellos se incluyen a los análisis por HPLCcon detectores ultravioleta (UV) y fluorimétricos, los cuales continúanempleándose tanto para investigación como para controles rutinarios. Otrastécnicas, tales como la cromatografía en capa fina (TLC) o la GC también sonutilizadas en función del laboratorio. Por otra parte, el hecho de quenormalmente los métodos cromatográficos impliquen tiempos de tratamientode muestra y análisis bastante largos ha dado paso al desarrollo de métodosmás rápidos basados en técnicas inmunológicas. Entre otros, ELISA (Enzyme-
Linked ImmunoSorbent Assay), fluorimetría directa, polarización porfluorescencia y diversos métodos que emplean biosensores12. Todos ellos secaracterizan por su bajo coste y fácil manipulación, ofreciendo en unos pocosminutos resultados cuantitativos y semicuantitativos de las micotoxinas deinterés13.
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Por otro lado, los avances en LC-MS, señalados en capítulos anteriores, hanhecho que ésta técnica se haya impuesto sobre el resto, especialmente en elcampo del análisis multiresidual, puesto que permite cuantificar un grannúmero de analitos en una sola inyección.En concreto, el acoplamiento LC-MS/MS se utiliza muy ampliamente enmétodos de barrido (screening), de identificación y de cuantificación para unelevado número de micotoxinas. Mediante esta tecnología es posible alcanzarlos niveles de sensibilidad y confirmación requeridos por la legislación. Todoello con un coste por analito bastante bajo. Además, estas característicasenlazan perfectamente con la clara tendencia actual de desarrollar métodosmultianalito en general14 y para micotoxinas en particular15. La búsqueda demétodos rápidos y sencillos se centra también en la reducción de la etapa detratamiento de muestra. En muchos casos, esta etapa incluye una únicaextracción seguida de la dilución del extracto y su posterior determinacióninstrumental (“dilute and shoot methods”). No obstante, la bondad del análisispor LC-MS/MS se ve mermada por la exaltación del efecto matriz en losextractos no sometidos a procesos de purificación. El estudio de este efectomatriz y su resolución se aborda con bastente profundidad en este mismocapítulo.En el siguiente estudio, incluido en el artículo científico 5, se han comparadolas principales metodologías de cálculo que permiten corregir el efecto matrizen el análisis de micotoxinas por LC-ESI-MS/MS en matrices de altacomplejidad. Para ello, se han estudiado 9 micotoxinas (Figura 4.1): aflatoxinaB1 (AFB1), fumonisinas B1, B2 y B3 (FB1, FB2 y FB3) ochratoxina A (OTA),deoxinivalenol (DON), las toxinas T-2 y HT-2 así como zearalenona (ZEA). Estaselección se basó en primer lugar en la disponibilidad de sus análogosenriquecidos con 13C para cada una de ellas y a su inclusión en la normativavigente europea. Por otra parte, dada la disponibilidad de la 13C-FB3, se decidióincluirla en la comparativa ya que también suele estar presente en cerealescontaminados, aunque no se encuentra regulada. En cuanto a la no inclusión de
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la aflatoxina M1 y la patulina esto se debe a que sus característicasfisicoquímicas hacen difícil su análisis en métodos multiresiduo. Además, laaflatoxina M1 sólo se observa en derivados de la leche y la patulina enderivados de las manzanas, matrices que no han sido el objeto de este estudio.
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4.2 Comparación de distintas estrategias para
contrarrestar el efecto matriz en el análisis de
micotoxinas en alimentos de consumo humano y
piensos

Como ya se ha comentado de manera reiterada en la introducción general y enapartados anteriores, el efecto matriz (ME) es probablemente el mayorproblema con el que se enfrenta el acoplamiento LC-MS. En el capítulo 1 se hanenumerado las causas del efecto matriz y las diferentes estrategias para sueliminación o atenuación. Puesto que en este apartado se aborda el estudio dedicho efecto, se realizará una descripción más detallada de los procesos quepueden provocar disminución de la señal durante la ionización en la fuente ESIasí como de las estrategias para evaluar su presencia y para minimizarlo. Cabecomentar en primer lugar que la variación de la eficiencia de ionización encompuestos que coeluyen con los analitos se ha observado tanto en las fuentesde ESI como de APCI (ionización química a presión atmosférica), aunque laprimera, la que se ha utilizado en esta tesis, es mucho más susceptible a ello16.El proceso de supresión de la señal en la fuente ESI puede ser debido adiferentes mecanismos, tanto en fase gas como en fase líquida. El mecanismoen fase gas está relacionado con la formación de compuestos neutros o conreacciones de transferencia de carga que neutralicen la del analito. En faselíquida se han descrito un mayor número de mecanismos (Figura 4.2). Entreellos, la competición por el espacio y por el exceso de carga en la superficie delas microgotas del aerosol entre el analito y los compuestos que coeluyen conél, que pueden formar parte de la muestra o ser introducidos durante eltratamiento de muestra y la separación cromatográfica. Por otro lado, lamodificación de la viscosidad y de la tensión superficial dificultan tanto losprocesos de evaporación del disolvente como la llegada de los analitos a lasuperficie de la gota y su posterior evaporación. Todos estos mecanismospueden darse por separado o conjuntamente y provocan una disminución de la
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señal que no sufre el patrón de referencia si está preparado en disolvente. Lasupresión de la señal conlleva, además, una pérdida de sensibilidad delinstrumento, de manera que no es posible alcanzar los LOQ deseables o sepierde por completo la señal de la transición de confirmación incluso enequipos altamente sensibles. En todos los casos la clave para solucionar elproblema implica llevar a cabo la calibración en idénticas condiciones a lamedida de la muestra.

Figura 4.2 Principales causas del efecto matriz en ESI.Ante la problemática del efecto matriz, el primer paso es evaluar su presencia yextensión. Para ello ya en el año 1996 se propusieron dos formas de estudiarlo:la fortificación de los extractos tras la extracción y la infusión post-columna17.La forma más sencilla de evaluar el ME es mediante la comparación de la señalde un analito en una muestra fortificada tras la extracción (B) con la respuestade un disolución patrón de la misma concentración preparada en disolvente(A). (Figura 4.3a). En esta técnica, si la señal del extracto es menor que la delpatrón habrá supresión de señal mientras que a la inversa la matriz produciríaexaltación de la señal. Esta forma de evaluar ME, también conocida como
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recuperación aparente, se suele expresar como la relación entre señales(B)/(A) en porcentaje.

La tercera técnica conocida para evaluar de forma cuantitativa el efecto matrizconsiste en una versión más compleja de la primera aproximación. Para ello, esnecesario comparar la señal de un analito añadido a una muestra antes de laextracción (C), la del mismo analito añadido tras la extracción de la muestra(B)y la de un patrón preparado en disolvente(A); todas a un mismo nivel deconcentración. Con estos datos, se obtendría el efecto matriz como B/A, laeficiencia del proceso de extracción como C/B y la eficiencia global del procesocomo C/A, teniendo en cuenta tanto la recuperación obtenida así como elefecto matriz. Otra variante de este tipo de cálculos implica hacer la divisiónentre las correspondientes pendientes de las curvas de calibrado19.

En cuanto a la infusión post-columna (Figura 4.3b), esta consiste en laintroducción continua de un compuesto de referencia, normalmente a travésde una pieza en forma de “T”, que se encuentra entre la columnacromatográfica y la fuente de ionización. La infusión post-columna ha sidotípicamente una forma cualitativa de evaluar el efecto matriz, aunque recientesestudios la proponen también como un método cuantitativo siempre y cuandoel compuesto de referencia monitorizado sea representativo de todos losanalitos estudiados18. En esta aproximación, el efecto sufrido por el compuestomonitorizado  se  extrapola  al  resto  de  analitos  suponiendo  que  el  ME depende,exclusivamente, de su tiempo de retención.



Estudio del efecto matriz y de su corrección en el análisis de micotoxinas

232

Figura 4.3 Evaluación del ME por a) adición tras la extracción y b) infusión post-
columna.

Durante el desarrollo y validación de nuevos métodos de análisis no sólo esaconsejable conocer el alcance del efecto matriz, sino que resultaimprescindible minimizarlo al máximo. La forma más sencilla de reducirlo esmediante dilución del extracto, para así reducir la presencia de interferenciasen el extracto final. Sin embargo la dilución también supone una disminuciónde la concentración de analito en el extracto y, aunque la disminución de lamatriz suele producir un aumento de la señal, se debe alcanzar una situaciónen la que la ésta no esté comprometida.La segunda forma de hacer frente al efecto matriz implica un desarrolloexperimental más exhaustivo que conduzca a una mayor eliminación de lamatriz. Así, la aplicación de una extracción más selectiva de los analitos deinterés en detrimento del resto de componentes de la matriz o la realización deuna purificación extra del extracto final (clean-up) son medidas que favorecen

a b



Capítulo 4

233

la disminución de interferentes. Por otra parte, la mejora en la separacióncromatográfica de los analitos respecto de los interferentes del extractotambién ayuda a este propósito. Sin embargo, estos procesos aumentan deforma considerable tanto el tiempo de desarrollo de la metodología como eltiempo del tratamiento de muestra.Por otro lado, es conocido que el cambio de la fuente de ionización habitual,normalmente de ESI, por otra menos susceptible a sufrir ME como APCI, puedeser de gran ayuda ante este problema siempre que los analitos de interés seionicen adecuadamente.En el caso de que el ME no haya podido ser eliminado eficientemente medianteninguna de las aproximaciones anteriores, o no se dispone de tiempo suficientepara desarrollar de forma exhaustiva una metodología analítica, la terceraopción es compensarlo aplicando calibrados metodológicos. Ésta es unaaproximación especialmente importante en métodos multianalito, para los queresulta imposible o poco práctico eliminar la matriz sin perder alguno de loscompuestos de interés. Las metodologías de calibrado más utilizadas son lassiguientes:
Adiciones estándar. Es la forma clásica de corregir el efecto matriz ya que lamisma muestra es fortificada con el analito o analitos de interés a distintosniveles de concentración (normalmente entre 1.5 y 3 veces la concentraciónendógena del compuesto en la muestra). Compensa de forma adecuada elefecto matriz, pero requiere de la preparación y medida de múltiples muestrasfortificadas así como de fortificar a un nivel adecuado a la concentración inicial,no conocido a priori. No obstante, resulta muy útil cuando no se dispone depatrones internos tal y como se verá más adelante.
Calibrado en matriz. Consiste en la preparación de curvas de calibrado enextractos de la matriz a analizar. Esta aproximación es de fácil aplicaciónsiempre y cuando se disponga de matrices blanco de cada muestra. Sin
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embargo, normalmente resulta bastante complicado encontrar este tipo deextractos, especialmente para matrices compuestas.
Uso de patrones internos. Este tipo de corrección utilizando análogosenriquecidos isotópicamente (ILIS) es la metodología más extendida en laactualidad, ya que la ionización entre ambos es teóricamente la misma17. Cabecomentar que la utilización de homólogos estructurales no siempre resultaefectiva pues el comportamiento no es idéntico en todas las condicionesexperimentales. Por lo que respecta a ILIS, los más adecuados son losmarcados con 13C (o 15N) pues estos elementos forman parte del esqueletomolecular (enlaces tipo C-C, C-N) y sus compuestos son más establescomparados con los marcados con 2H. En este caso, el enlace C-H es más lábil y,por otro lado, la interacción del H con el medio es diferente a la queexperimenta el 2H. El procedimiento conlleva la realización de una curva decalibrado mediante la señal del analito de interés y su correspondiente patróninterno, para así obtener una señal relativa de éste frente a la concentración.Las desventajas ya han sido descritas en la introducción, pero de forma generaldestacan la falta de compuestos marcados isotópicamente y el elevado preciode éstos.
Desarrollo experimentalEn el caso de la cuantificación de micotoxinas por LC-ESI-MS/MS, compensar elefecto matriz resulta fundamental ya que su determinación es llevada a cabonormalmente en matrices complicadas. Por ello, en la quinta contribucióncientífica incluida en esta tesis se estudió la magnitud del efecto matriz y sucorrección en dos especias (nuez moscada y cúrcuma) y en tres alimentos deconsumo animal (maíz, paja y pienso). Un ejemplo de cromatograma de laseparación realizada se puede consultar en la Figura 4.4.
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Para ello se llevó a cabo una extracción genérica sólido-líquido desarrollada enel RIKILT (Wageningen, Países Bajos) para la determinación de micotoxinas enalimentos. El método implica la extracción de 2.5 g de muestra empleando 10mL de extractante formado por una mezcla de acetonitrilo y agua acidificadacon ácido fórmico (86:16:1). Pasadas dos horas, los extractos se centrifugarony se diluyeron 1:1 con agua Milli-Q, para finalmente ser filtrados con unosviales especiales que contenían el filtro.

Figura 4.4 Cromatogramas UHPLC-MS/MS para las nueve micotoxinas en a) maíz
y b) nuez moscada. El nivel de fortificación se indica en los cromatogramas.
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T-2 0,1 µg/g

FB3 0,1 µg/g ; FB2 0,2 µg/g

Interferencia isobárica

ZEA 0,25 µg/g

a b



Estudio del efecto matriz y de su corrección en el análisis de micotoxinas

236

En una primera aproximación, se estudió la compensación del efecto matrizmediante la monitorización de un compuesto infusionado de forma constante através de la fase móvil, de acuerdo con las conclusiones obtenidas en el trabajode Stanhke et al.18. Según este estudio, era posible corregir el efecto matriz alque se encontraba expuesto un compuesto a un determinado tiempo deretención aplicando el efecto matriz del compuesto monitorizado. En elpresente trabajo, para estudiar esta aproximación se monitorizaron trescompuestos como marcadores de matriz: carbendazima, clormequat y 13C-cafeína; y se usaron seis matrices con efecto matriz de moderado a alto:subproductos de soja, paja, nuez moscada, pimentón, cúrcuma y jengibre.Todas las combinaciones de compuestos monitorizados-matrices fueronestudiadas para comprobar si esta aproximación era aplicable en lacompensación del efecto matriz en las nueve micotoxinas seleccionadas. Noobstante los resultados no fueron satisfactorios, por lo que se rechazó estaaproximación.En una segunda parte del trabajó se estudió la corrección del efecto matrizmediante la aplicación de diferentes calibrados metodológicos. Por una parte,se utilizaron las adiciones estándar a tres niveles, lo que permitió tanto elcálculo utilizando la curva de calibrado completa como utilizando un sólo nivelde fortificación. Por otra, se adicionó a los extractos tras la extracción los ILISenriquecidos con 13C para cada una de las micotoxinas (U-labeled: todos los 12Cen la molécula sustituidos por 13C). Esto permitió realizar dos métodos decálculo sin la necesidad de curva de calibrado, IPD y OPIC (calibrado internoutilizando un punto), además de la realización de curvas de calibradoutilizando los ILIS a modo de patrón interno. Cabe comentar que la adiciónantes de la extracción (a modo de “surrogate”) se descartó dado el elevadoprecio de los ILIS. Sin embargo, mediante adiciones estándar se comprobó quela extracción era cuantitativa y los resultados fueron correctos. La descripcióncompleta de estas metodologías se puede consultar más adelante en el artículoincluido en este capítulo.
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De forma general tal y como se puede consultar en la Figura 4.5, eldeoxinivalenol y la aflatoxina B1 son los compuestos más afectados por elefecto matriz, obtenido mediante la fortificación post-extracción. Tambiéndestaca la marcada supresión en ambas especies, sobre todo en el caso de lacúrcuma que llega incluso superar el 90%.En cuanto a las recuperaciones obtenidas mediante las distintas metodologíasde cálculo realizadas, se puede concluir que el uso de ILIS como patrón internomediante curvas de calibrado resulto ser la metodología más adecuada. Sinembargo, se comprobó que en caso de no disponer de estos ILIS, la aplicaciónde adiciones estándar a un solo nivel es la forma óptima de cuantificación.Por otra parte las cuantificaciones mediante ILIS que evitan el uso de curva decalibrado (IPD y OPIC) aportaron resultados de recuperaciones satisfactorios,exceptuando los valores excesivamente altos para las fumonisinas. Estaproblemática debería de ser estudiada más adelante, a ser posible conmarcados que contuvieran un solo 13C. Para estas dos metodologías de cálculo,fue posible evitar el uso de curvas de calibrado, reduciendo así el tiempo totalde análisis.
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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 Artículo científico 5

Comparison of approaches to deal with matrix effects in LC-MS/MS based
determinations of mycotoxins in food and feedAccepted in World Mycotoxin JournalFabregat-Cabello, N., Zomer, P., Sancho, J.V., Roig-Navarro, A.F. & Mol, H. G. J.
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Comparison of approaches to deal with matrix effects in
LC-MS/MS based determinations of mycotoxins in food
and feed(Accepted with major revision in World Mycotoxin Journal)
N. Fabregat-Cabello,a P. Zomer,b J. V. Sancho,a A. F. Roig-Navarro,a H. G. J.
Mol. *,b

aResearch Institute for Pesticides and Water, Universitat Jaume I, E-12071, Castellón,
Spain.

bRIKILT, Wageningen University and Research Centre, Akkermaalsbos 2,6708 WB
Wageningen, The Netherlands; hans.mol@wur.nl

ABSTRACTThis 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 beenevaluated in two ways: monitoring the signal of a compound (added to themobile phase) during the entire chromatographic run, and by classical post-extraction addition. The study was focused on nine selected mycotoxins:aflatoxin B1, fumonisins B1, B2 and B3, ochratoxin A, deoxynivalenol, T-2 andHT-2 toxins and zearalenone in various sample extracts giving moderate tostrong matrix effects (maize, compound feed, straw, spices). Although thepermanent monitoring of a compound provided a qualitative way of evaluatingthe matrix effects at each retention time, we concluded that it was notadequate as a quantitative approach to correct for the matrix effect. Matrixeffects measured by post-extraction addition showed that the strongest ionsuppression occurred for the spices (up to -89%). Five different calibrationapproaches to compensate for matrix effects were compared: multi-levelexternal calibration using isotopically labelled internal standards, multi-leveland single level standard addition, and two ways of single-point internal
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calibration: one point isotopic internal calibration (OPIC) and isotope patterndeconvolution (IPD). In general, recoveries and precision meeting the EUrequirements could be achieved with all approaches, with the exception of thesingle level standard addition at levels too close to the concentration in thesample. 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. INTRODUCTIONMycotoxins are low-molecular-weight products of the secondary metabolismof some fungi, mainly from the genera Aspergillus, Penicillium and Fusarium,which are produced after a period of active growth or response to stress
fruits, spices, nuts or fodder. The interest of controlling the presence of themycotoxins in food and animal feeds lies in the health problems they caninduce due to their toxicity, including hepatic, gastrointestinal andcarcinogenic diseases [2]. For this reason maximum levels for food and feedhave been established by the European Union [3–6].In order to be able to determine the mycotoxins at the levels required by
screening and semi-quantitative analysis, various immunochemical assayshave been developed, including radio-immunoassays, enzyme-linkedimmunosorbent assays (ELISA) and sandwich ELISA, chemiluminiscent andfluorescent immunoassays, and lateral flow and flow-through immunoassays.For confirmatory and quantitative analysis, methods based on gaschromatography (GC) or high-performance liquid chromatography (HPLC) arecommonly employed. In GC analysis, typically involving derivatization, the

Fabregat-Cabello et al./ (accepted in World Mycotoxin Journal)

conditions [1].These fungi grow mainly in cereals, but can also be found in

legislation a wide range of analytical methods are developed each year[7,8]. For
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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 areultraviolet (UV), diode array (DAD), fluorescence (FD) and MS [9]. A cleartrend can be seen to develop multi-mycotoxin methods based on liquidchromatography coupled to tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) for thesimultaneous identification and quantification of the sought compounds [8,10].LC-MS/MS is one of the most powerful tools for organic compound analysisdue to its high selectivity, sensitivity, and throughput. However, itsquantitative performance can be affected by the matrix effect, especially whenan 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 frominstrument to instrument. It can cause either an enhancement or suppressionof the compound signal but the latter is more common [12]. Consequently, it isnecessary to test and study the matrix effect during the development andvalidation of each new method. The evaluation of the matrix effect can beperformed mainly by two approaches: by post-extraction addition or by post-column infusion [13]. The post-extraction addition is based on the comparisonbetween the peak area of a standard prepared in solvent and the area obtainedafter spiking an extract of a blank sample at the same concentration. In thecase of post-column infusion the target compound is added to the eluentthrough a T-piece after the LC column. The signal of the target compound ismonitored after injection of a blank sample extract. Response fluctuations ofthe target compound reflect the matrix effect.A wide variety of strategies can be employed in order to overcome the matrixeffect [12,13]. The simplest possibility is a dilution of the sample extract insolvent, 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 alsodecrease the matrix effect. Other options are a more exhaustive methoddevelopment by the optimization of chromatographic separation (avoidingcompounds to co-elute with the target analytes), improving sample clean-upand selective extraction. Measuring the analytes as negative ion can alsoreduce matrix effects. The main drawbacks of these approaches are that thetotal time for method development is considerably increased and that themethod becomes less suitable for simultaneous determination of multiplemycotoxins with different physical-chemical properties.An alternative to the elimination of the matrix effect is compensating for it byusing certain calibration approaches. These include matrix-matchedcalibration, the standard addition method, or the use of internal standards.Matrix-matched calibration requires the availability of non-contaminatedmaterial of the same composition as the sample and assumes that the matrixeffect for a certain product is the same for different samples from that productwhich is not necessarily true [15]. In case different matrices are to be analysed,separate matrix-matched calibration standards need to be prepared for eachmatrix. This is also the case for standard addition approaches, but here theadvantage is that no a priori knowledge of the sample composition is requiredwhich facilitates the analyses of composite products (e.g. multi-ingredient foodproducts, compound feed).Matrix-matched calibration using one individual model-sample is inferior tostandard addition or the internal standardization, as the compensation isphysically performed in each sample. In case of internal standardization, as theuse of a homologue cannot always compensate such variability, isotope labeledinternal standard (ILIS) seems a better option. Among the available labelledinternal standards, 13C-labelled are preferred over deuterated analogues inorder to guarantee the perfect co-elution with their natural analogue. The useof 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 as2 EUR per sample when the labels are added to a small volume of the finalextract [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 thatof the label and all samples can be quantified based on one solvent-basedcalibration curve. An alternative and even more straightforward way of usingthe isotope labels is one-point isotopic internal calibration (OPIC) often usedas a compromise between the necessary calibration and workload [18]. Herethe label is added to the sample (or extract) as well but no external calibrationstandards are used, i.e. the concentration in the sample is calculated based onthe response of the label in that same sample and only one injection is requiredfor both analysis of the sample and calibration. The isotope patterndeconvolution (IPD) method also makes use of this way of calibration but usinga different quantification procedure. This alternative approach is based on thedetermination of the molar fractions for each pure isotope pattern (naturalabundance or labeled) contributing to the isotope pattern observed in themixture (spiked sample) by multiple linear regression in which a least squarefitting can be applied. A simple equation is employed for the determination ofthe concentration of the analyte as the ratio of molar fractions is equal to theratio of molar concentrations in the mixture [19,20].An interesting and completely different approach that would eliminate theneed for matrix-matching, standard addition, and isotope labels, is the use ofthe signal suppression (or enhancement) measured for one specific ‘matrix-marker’ substance monitored throughout the chromatographic run, tocompensate for the matrix effect. This idea from Stahnke [21] relies on theirobservation that different compounds experience the same matrix effect at thesame retention time.This article reports on a comparative study of different strategies to accountfor matrix effects in LC-ESI-MS/MS. First the applicability of the approachproposed by Stahnke et al. to mycotoxins in highly complex matrices was
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investigated. Subsequently, we compared the following calibration approachesto compensate for matrix effects with respect to accuracy and efficiency: multi-level external calibration using isotopically labelled internal standards, thestandard addition method (multi-level and single level), and two single-injection methods (OPIC and IPD). This was done for nine mycotoxins in fivematrices of increasing complexity.As far as we know, the comparison of different methodologies of matrix effectcompensation in mycotoxin determination has only been recently evaluated inOTA in grapes, musts and wines by stable isotope dilution assay anddiastereomeric dilution assay methods [22].
2. MATERIALS AND METHODS

2.1 Reagents and materialsHPLC 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), ammoniumformate (>99%), ammonium acetate (>99%) and 13C3-caffeine (>99%) wereobtained from Sigma–Aldrich (Zwijndrecht, The Netherlands) andcarbendazim and chlormequat from Dr. Ehrenstorfer (Augsburg, Germany).Biopure® mycotoxin standard solutions of unlabelled HT-2 and T-2 toxins inacetonitrile, uniformly [13C]-labelled (U-labelled) compounds aflatoxin B1(AFB1), deoxynivalenol (DON), T-2 and HT-2 toxins, ochratoxin A (OTA) andzearalenona (ZEA) in acetonitrile and fumonisins B1, B2 and B3 (FB1, FB2 andFB3) in acetonitrile/water were purchased from Romer Labs Diagnostic GmbH(Tulln, Austria). FB3 standard solution in acetonitrile/water was acquired fromPROMEC Unit (Medical Research Council, Tygerberg, South Africa). The otherunlabelled mycotoxins standards were supplied by Sigma–Aldrich: FB1, FB2,DON, OTA and ZEA as a pure solid (purity higher than 98%) and AFB1 in anacetonitrile solution. Individual stock solutions of fumonisins were prepared in

Fabregat-Cabello et al./ (accepted in World Mycotoxin Journal)
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acetonitrile/water (1:1), DON, T-2 and HT-2 toxins, OTA and ZEA solutionswere prepared in acetonitrile.The stocks of the unlabelled and the U-labelled compounds were combinedinto two working solutions (one for the unlabelled mycotoxins inacetonitrile/water (80:20, v/v) and one for the U-labelled analogues inacetonitrile). The working solution of the unlabelled mycotoxins had thefollowing concentrations: AFB1, 20 ng/mL; DON, 4000 ng/mL; FB1, 2000ng/mL;FB2, 800 ng/mL; FB3, 400 ng/mL; HT-2, 400 ng/mL;OTA,40 ng/mL;T-2,400 ng/mL; ZEA, 1000 ng/mL. For the internal calibration method the exactconcentration of the labels need to be known. Therefore the concentrations ofthe [13C]-labelled working solutions obtained were determined by reverseisotope dilution analysis and established to be: [13C17]-AFB1, 10.78 ng/mL;[13C15]-DON, 1290 ng/mL; [13C34]-FB1, 462 ng/mL; [13C34]-FB2, 270 ng/mL;[13C34]-FB3, 130 ng/mL; [13C22]-HT-2, 250 ng/mL; [13C20]-OTA, 28 ng/mL;[13C24]-T-2, 224 ng/mL and [13C18]-ZEA, 700 ng/mL. All standard solutions(stock, intermediate and working solutions) were stored in amber glass bottlesin a fridge. Prior to usage, the working solutions were brought to roomtemperature and were mixed thoroughly.
2.2 SamplesFeed samples (soybean meal and wheat straw) and spice samples (nutmeg,paprika, curcuma and ginger) were used to study the feasibility of thecompensation of matrix effects through of a ‘matrix-marker’ substance. Thecomparison of different calibration strategies was carried out using fivedifferent food and feed commodities: maize, compound feed, wheat straw,nutmeg and curcuma. The selection of the matrices was based on the moderateto strong signal suppression associated with these types of matrices. Maizewas chosen as the least complex matrix in this work, but its relative highmatrix effects have been widely described [23,24].
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2.3 Sample preparationGround and homogenized samples (2.50±0.01 g) were weighed into 50-mLpolypropylene tubes. Samples were extracted by shaking with 10 mLacetonitrile/water/formic acid (84:16:1) (extraction solution) on a mechanicalshaker (SM 30 control, Edmund Bühler, Hechingen, Germany) (170-200mov/min) for 2 hours. Afterwards the tubes were centrifuged at 3000 rpm for5 min. and 200 µL of supernatant was two-fold diluted with HPLC-grade waterdirectly in a filter vial (Mini-UniPrep, 0.45 µm, Whatman, Forham Park, NJ,USA). In case internal standards were added, this was done at this stage (fordetails see below). The vials were closed with the corresponding filters andmixed by vortex for 3 s. After being stored in the fridge for 30 min. in order toprecipitate part of the co-extracted matrix, the extracts were filtered bypressing down the filters.Due to the high absorption capability of straw samples, the volume ofextraction liquid was increased to 20 mL for these samples. Besides, the highdegree of homogeneity of spice samples permitted to reduce the amount ofsample to (0.50±0.01 g) and consequently the volume of extraction solution to2 mL. These samples were extracted in 15-mL Falcon tubes and extracted asdescribed above.
2.4 LC-MS/MS analysisAn UPLCTM system (Acquity, Waters, Milford, MA, USA) coupled to a MicromassQuattro Ultima triple quadrupole mass spectrometer was used (Waters). Theanalytical column was an Ultra aqueous C18 (3 µm particle size, 2.1 mm x 100mm; Restek, Bellefonte, PA, USA), at a flow rate of 0.4 mL/min. The columntemperature was set at 35ºC and the injection volume was 5 µL. The mobilephase was a time programmed gradient using A (H2O) and B (MeOH/H2O(95:5)). For positive electrospray conditions both mobile phases weremodified 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) waschanged 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 selectedreaction monitoring (SRM) mode (Table 1). Transitions monitored for 13C3-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) and3.5kV (negative ionization mode) were applied. Nitrogen was used as thenebulizer gas and argon as the collision gas. The desolvation gas temperaturewas set to 350ºC and the source temperature to 120 ºC. The cone gas anddesolvation flow were set at 200 and 550 L/h respectively. Dwell times of 80ms/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 effectsThe set up used was based on that described by Stahnke [21]However, insteadof permanent post-column infusion of the matrix-marker substance into theeluent through a T-piece, which requires an additional pump, the monitoredsubstance was introduced by adding it to the mobile phases.Three different compounds (13C3-caffeine, carbendazim and chlormequat)were selected as candidate matrix-marker substances and added at a level of2.5 ng/mL to both organic and aqueous mobile phases. This level was inaccordance with the post-column infusion conditions described by Stahnke etal. Carbendazim was evaluated as candidate to correct for matrix effectsbecause of its successful use in the Stahnke work. Labelled caffeine wasselected as an alternative and has the advantage that it will not be present insamples. Chlormequat, a cationic compound, was also employed since it
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presented no interaction with the C18 column and eluted completelyunretained.Experiments were performed under positive electrospray conditionspresented in Table 1. Sample extracts (200 µL) were spiked with 12.5 µL of theunlabelled mix solution and adjusted to a final volume of 400 µL with water.Standards were prepared in extraction solution/water (1:1) and injected afterevery 5 samples.
Table 1. Experimental conditions of the LC-(ESI)-MS/MS for the selected mycotoxins

1Information in brackets: (Collission energy (eV), bold = Quantifier; IPD: IsotopePattern Deconvolution.2Zearalenone analysed by ESI- with a different mobile phase composition comparedwith the positive run, (see Experimental)

Compound Ret. time
(min)

Precursor
ion

Cone
voltage
(V)

SRM transitions 1

Native compound
SRM transitions
Isotopic label

SRM transitions
IPD

Deoxynivalenol
(DON) 2.8 [M+H]+ 20 297.0 > 249.1 (10)

297.0 > 231.1 (10)
312.0 > 263.1 (10) 297.0 > 249.1 (10)

298.0 > 250.1 (10)
312.0 > 263.1 (10)

Aflatoxin B1
(AFB1)

5.2 [M+H]+ 30 313.1 > 285.1 (20)
313.1 > 269.1 (30)

330.1 > 301.1 (20) 313.1 > 285.1 (20)
330.1 > 301.1 (20)
330.1 > 300.1 (20)

HT-2 Toxin
(HT-2) 5.2 [M+NH4]+ 20 442.2 > 263.1 (10)

442.2 > 215.1 (15)
464.2 > 278.1 (10) 442.2 > 263.1 (10)

443.2 > 264.1 (10)
464.2 > 278.1 (10)

Fumonisin B1
(FB1)

5.5 [M+H]+ 30 722.2 > 334.2 (40)
722.2 > 352.2 (30)

756.2 > 356.2 (40) 722.2 > 334.2 (40)
723.2 > 335.2 (40)
756.2 > 356.2 (40)

T-2 Toxin
(T-2) 5.8 [M+NH4]+ 20 484.2 > 185.1 (20)

484.2 > 305.1 (10)
508.2 > 198.1 (20) 484.2 > 185.1 (20)

485.2 > 186.1 (20)
508.2 > 198.1 (20)

Fumonisin B3
(FB3)

5.9 [M+H]+ 30 706.2 > 336.2 (40)
706.2 > 318.2 (40)

740.2 > 358.2 (40) 706.2 > 336.2 (40)
707.2 > 337.2 (40)
740.2 > 358.2 (40)

Fumonisin B2
(FB2)

6.1 [M+H]+ 30 706.2 > 336.2 (40)
706.2 > 318.2 (40)

740.2 > 358.2 (40) 706.2 > 336.2 (40)
707.2 > 337.2 (40)
740.2 > 358.2 (40)

Ochratoxin A
(OTA) 6.6 [M+H]+ 30 404.2 > 239.1 (30)

404.2 > 221.1 (35) 424.2 > 250.1 (30)
404.2 > 239.1 (30)
406.2> 241.1 (30)
424.2 > 250.1 (30)

Zearalenone
(ZEA +) 6.6 [M+H]+ 20 319.3 > 283.0 (10)

319.3 > 185.1 (30) 337.3 > 301 (10)
319.3 > 283 (10)
337.3 > 301 (10)
336.3 > 300 (10)

Zearalenone2

(ZEA -) 6.8 [M-H]- 20 317.1 > 175.1 (25)
317.1 > 273.1 (20) 335.1 > 185.1 (25)

317.1 > 175.1 (25)
335.1 > 185.1 (25)
334.1 > 184.1 (25)

Fabregat-Cabello et al./ (accepted in World Mycotoxin Journal)
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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): 
%     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 µL of the working solution of unlabelled mycotoxins. For nutmeg and curcuma 0.5 g were spiked with 125 µL of the same solution. The concentration in fortified samples was established as level 0 (L0), which corresponded to following concentration of mycotoxins in samples: AFB1, 0.005 µg/g; DON, 1 µg/g; FB1, 0.5 µg/g; FB2, 0.2 µg/g; FB3, 0.1 µg/g; HT-2, 0.1 µg/g; OTA, 0.01 µg/g; T-2, 0.1 

µg/g; ZEA, 0.25 µg/g. Samples were equilibrated for 30 min before the extraction. When measurements involved the use of the labelled mycotoxins, one aliquot of 200 µL of the initial extract was spiked with 20 µL of the labelled mixture and diluted with 180 µL 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 differentcalibration approaches:
a) Multi-level external calibration using isotopically labelled internal standards.For this 20 µL of the labelled mycotoxin mix was added to 200 µL of the sampleextract and deionized water was added to obtain a final volume of 400 µL.Calibration standards in extraction solvent/water (1/1) were preparedcontaining the mycotoxins at concentrations corresponding to 0, 0.5, 1, 2.5 and10 times the concentration corresponding to L0 in sample and the isotopicallylabelled internal standards at the same level as in the final sample extracts. Theresponse of the mycotoxin was normalized to that of the correspondinglabelled internal standard. The concentration of the mycotoxins weredetermined using the equation of the calibration curve obtained using thenormalized responses. For comparison, the calculations were also donewithout using the labels (i.e. without correction for matrix effects).
b) Multi-level standard additionFour aliquots from the same sample extract were used to perform the recoverycalculations based on standard additions. These were prepared by addingsuccessively the mixture of the natural compounds to 200 µL of extract of thefortified samples to obtain a final level of 1.5 times (level 1, L1), 3 times (level2, L2) and 4.5 times (level 3, L3) the level added to the spiked samples (L0).Deionized water was added to obtain a final volume of 400 µL. Theconcentration of mycotoxin was determined from the intercept of thecalibration curve with the X-axis.
c) Single-level standard additionFor this quantification method the data from b) were used. The concentration
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was calculated by:
= · (2)

with Lx being the standard addition level, and L0 the level in the fortifiedsample. This single-point standard addition calibration was performed for eachof 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 eachsample injection. No calibration curve is used. For this 20 µL of the labelledmycotoxin mix was added to 200 µL of the extract (blank or fortified) anddeionized water was added to obtain a final volume of 400 µL. Theconcentration of the isotopically labelled internal standards in the extractcorresponded to that of the fortification levels in the samples. Theconcentration of the mycotoxin was calculated by:

( ) = · (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 mathematicaltool employed in IDMS to obtain the concentration of each compound in thesample by multiple linear regressions without the need to build any calibrationcurve. This approach assumes that, after spiking the sample with the labelledanalogue, the final isotopic composition observed in the mixture is acombination of the analyte and the isotopically enriched spike. Afterwards,solving the system of equations formed by the abundances, the ratio of molarfractions is obtained and consequently the concentration of analyte in sample.
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This approach needs the measurement of the isotopic composition of bothnatural and labelled compounds by mass spectrometry [25]. Taking intoaccount the limited number of transitions that can be simultaneouslymeasured by LC-MS/MS, the most sensitive transitions should be known inadvance. It is possible to calculate the most abundant isotopomer combinationfor a selected transition by the use of the software Isopatrn [26]but themolecular formula of both parent and daughter ions must be available. Theproposed 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 areincluded in Table 1. For IPD calculations 3 transitions are used: the mostabundant for natural and labelled compounds and a third one, sensitiveenough and free of interferences. A minimum number of three transitions isnecessary in order to be able solve the system of equations formed by theabundances by multiple linear regression with a least square fitting.
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In this system of equations SRMi
mixA values corresponds to the measured relativeabundance of the compound in the mixture for the SRM transition of nominalmasses i > j, SRMi

natA and SRMi
labA experimentally measured abundances for thenatural and labeled micotoxins and ei>j is the error vector of the multiple linearregression. By solving the previous system of equations, the amount (mols) ofnatural abundance mycotoxin in the sample, Nnat, is then calculated usingequation (5) where the amount (mols) of each labeled mycotoxins added, Nlab,must be known.
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nat
labnat X
XNN  (5)

It should be noted the probability of errors caused by the contribution offragmentation before Q1. For example the transition 319→283,	which	starts	at	the [M+H] of native zearalenone may be theoretically influenced by thefragment ion [M+H-H2O]+ of 13C18-ZEA. However, our measurements will bebiased only if [M+H-H2O] of 13C18-ZEA has also a main fragment in Q2 of m/z283 (see Table 1).The samples used for this study turned out to be contaminated with certainmycotoxins (see Supplemental Info Table S2). In these cases, the amountpresent in the non-fortified samples was subtracted from that of the fortifiedsamples in all quantification approaches. Since no blank samples wereavailable for the majority of the matrices, an unspiked sample was preparedfor each matrix. A volume of 200 µL of the final extract was fortified with 20 µLof the labelled mixture and 180 µL of water in order to be able to subtract theamount of each mycotoxin found in the samples by all the quantificationmethodologies.
2.7 Determination of matrix effects by post-extraction additionMatrix effects were calculated by comparison of the response of a mycotoxin insample extract with the response of the same concentration in a solventstandard. This was done at the L2 level. Endogenous concentrations ofmycotoxins in the samples were taken into account (subtracted) in thecalculations.

= ( )( ) · 100 − 100 (6)
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3. RESULTS AND DISCUSSION

3.1 Assessment of the feasibility of compensation of matrix effects
through the signal of a continuously monitored substanceThe work of Stahnke et al. establishes that the ion suppression or enhancementfor a monitored substance can be extrapolated to other analytes if they elute atthe same retention time, and therefore can be used to correct for matrixeffects. To study the applicability of this approach, three ‘matrix-marker’substances (13C-caffeine, carbendazim and chlormequat) were tested. In thiswork, in order not to complicate the instrumental configuration, thesubstances were added to the mobile phase rather than by post-columninfusion as done by Stahnke et al. At least one injection for stabilization of thesystem when starting a new sequence was performed. By doing so, noindications for concentration fluctuations of the marker substance due toabsorption in the LC-pump or valve were observed. First the signal intensitiesof the three substances during the entire chromatographic run were measuredwithout matrix (injection of reagent blank, see Figure 1A). This basically showsthe effect of the mobile phase gradient on the response of each of the threesubstances. Next, the signal intensities were measured after injection ofextracts of different matrices known to cause moderate to strong matrix effects(a soy by-product used as feed ingredient, wheat straw, nutmeg (shown inFigure 1B), paprika, curcuma and ginger). Then the matrix effect profiles wereconstructed based on the ratio of the signals obtained after injection of sampleextract and reagent blank versus retention time (Figure 1C for nutmeg, Figure2 for curcuma and wheat straw, more examples in the SupplementalInformation Figure S1). One limitation of the set up to add the substances tothe mobile phase (instead of post-column infusion) was that due to theinteraction of carbendazim and 13C-caffeine with the stationary phase(retention time 2.8 and 3.3 min, respectively), these compounds were initiallyaccumulated in the column until their constant elution. For this reason, theusable 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, varieswidely for different matrices and at different retention times. The objective ofthese graphs was to obtain the matrix effect values at the retention time ofeach of the mycotoxins and then use these values to correct for the matrixeffect. The first observation that can be made from the matrix-effect profilesfor the three marker substances is that they overlap to a certain extent, but notconsistently, and that remarkable differences do occur. For example, in Figure2A in the elution range of the mycotoxins (up to approx. 7 min) the magnitudeof suppression for carbendazim and 13C-caffeine is similarly strong, but muchless suppression occurs for chlormequat. The different values obtainedbetween chlormequat and the other two compounds can be explained, at first,by the different psychochemical properties since chlormequat is a highlyionized compound. However, for wheat straw, 13C-caffeine and chlormequatare overlapping quite well while carbendazim is clearly more suppressed. Incertain matrices and at certain retention times, very large variations in matrixeffects between the three marker substances can be seen, for example forginger (Figure S1) at 5.0 min, the suppression of 13C-caffeine and chlormequatis similar and carbendazim is deviating, while at 5.5 min 13C-caffeine andcarbendazim are similar and chlormequat is deviating.These differences cannot be readily explained by the physico-chemicalproperties of the monitored compounds. In Figure 1C, 2 and S1 the actualmatrix effects for individual mycotoxins, determined by comparison of theresponse in matrix versus the response in solvent standards, are also included.From this is it clear that similar observations can be made for the othermycotoxins 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 alsoTable 2 and 3, and Table S2-4). The results demonstrate that the correction ofthe matrix effect by monitoring a ‘matrix-marker’ substances is an unsuitableapproach for the correction of matrix effects for the tested conditions.
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Although the approach seems appropriate for the pesticides and matrices fromthe work by Stahnke, it was not suited for the mycotoxins and matrices studiedin the present work. The reasons for this were not fully clear, but might berelated to the type of matrix, the higher degree of suppression (especiallyspices) and/or the instrumental conditions used. However, the methodprovides a qualitative assessment of the matrix effect and enables theresearcher to evaluate the alteration of the analyte response at each retentiontime.
3.2 Comparison of different calibration approachesIn the comparison nine mycotoxins (AFB1, DON, FB1, FB2, FB3, HT-2, OTA, T-2and ZEA) were selected based on the availability of the isotopically labelledanalogues of the sought compounds and, except for FB3, their inclusion in theEuropean Union food legislation. Maize, compound feed, straw, nutmeg andcurcuma were selected due to their known moderate to high signalsuppression. The average matrix effects and its variability (standard deviation)for the different mycotoxin/matrix combinations as measured on threedifferent days are included in Table 2 (maize), Table 3 (nutmeg), Table S3(compound feed), Table S4 (wheat straw), and Table S5 (curcuma). Matrixeffects were calculated according to equation 6.To this end, the ratio between the areas of the standard prepared in solventand in sample extract were compared. In view of these results, the compoundsaffected by a higher suppression were aflatoxin B1 and deoxynivalenol for allthe matrices. Moreover, the signal of zearalenone was also affected by thematrix of both studied spices, while T-2 toxin and Ochratoxin A were mostlyaffected by curcuma matrix. In general, matrix effects for all analytes weremore pronounced in spice samples, in particular curcuma, than in maize,compound feed or straw. Malachova et al. have previously reported this ingreen pepper [29].
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Figure 2. Matrix effect profile for curcuma (A) and for wheat straw (B). The matrixeffects obtained by post-extraction addition at each retention time for each mycotoxinare also included. Boxes with the mycotoxin code: position on the Y-axis indicate theactual suppression/enhancement for that mycotoxin, the lines on either side of the boxindicate its peak width.
For the evaluation of trueness, samples were spiked with working solution(unlabelled mycotoxins) at one level before extraction. The concentrationlevels were selected according to typical legislative or recommended limits andwere established as level 0 (L0) (see experimental section for specific values).Recoveries of the selected mycotoxins were first calculated by the standardaddition method (addition to the extract). As the quantification is carried out inthe same matrix, the standard addition method compensates for any matrixeffect and the extraction recovery can be assessed. The standard additioncalculations were performed by adding the working solution of naturalmycotoxins 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 levelspiked to sample (L0). This permitted to obtain a four-point calibration graphbuilt with the spiked sample and the three post-extraction levels. Moreover,the recoveries were also calculated based on single standard addition usingeach of the three levels.Alternatively, the isotope-labelled mycotoxins, added to an extract aliquot ofL0, were used as internal standard for calculating the recoveries by a five-pointcalibration curve in solvent, and by two single-point calibration approaches:one point isotopic internal calibration (OPIC) and isotope patterndeconvolution (IPD) (see experimental section for details). The main differencebetween the single-point calculations is the use of three isotopomerabundances 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 calibrationcurve with correlation coefficients above 0.995 in all sample matrices wasobtained, except for OTA in straw and curcuma for the standard additionmethod. For this reason this analyte was excluded in the comparison bystandard additions (either, multiple or single addition) in straw and curcuma.Besides, OTA was affected by a co-eluting isobaric interference in nutmegsamples. Finally, due to the lower sensitivity in curcuma samples, no secondtransition, needed for IPD calculations, was observed and consequently therecovery calculations could not be performed. All the difficulties regardingOTA calculations were related to the low levels and lower sensitivity (partlydue to the high suppression) of this compound.
Trueness and precisionRegarding the three-day recovery study, the trueness (recovery) and precisionare 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 areassessed according to 519/2014[30] The recovery requirements in this
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regulation vary for the different mycotoxins and concentrations (for thefortification levels in this work: 50-120% for aflatoxin B1, 60-130% forT2/HT2-toxins, 60-120% for fumonisins, 70-120% for deoxynivalenol andZearalenone, and 70-110% for ochratoxin A). For precision the repeatability(RSDr) requirement from 519/2014 were used, even though the data weregenerated under within-lab reproducibility conditions. The RSDr requirementsvary for the different mycotoxins and range from 20-30%. For the standardaddition method, recoveries and RSDr met the requirements in all cases withthe following exceptions: ochratoxin A in maize (Table 2), deoxynivalenol,Aflatoxin B1, and zearalenone in straw (Table S4). Quantification methodsbased on a single-level standard addition can provide appropriate resultsexcept 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 withL0. Minor variations in response of in either L0 or L1 will lead to widevariations in the analysis result. This explains the high RSD values and therecoveries outside the EU 519/2014 acceptance criteria. As long as theaddition is 3 or 4.5 times the level in the sample, similar results were obtainedas compared to multi-level standard addition.

Fabregat-Cabello et al./ (accepted in World Mycotoxin Journal)



Capítulo 4

263 Re
se

ar
ch

 p
ap

er
5

M
ul

ti
-le

ve
l c

al
ib

ra
ti

on
Si

ng
le

-le
ve

l c
al

ib
ra

ti
on

Standa
rd add

ition
Interna

l calibr
ation

Compo
und

Matrix
 effect±

SD
Solven

t STD w/o IL
-IS

Solven
t STD with IL

-IS
L1-L3

L1
L2

L3
OPIC

IPD
Recove

ry (RSD
) n=3, t

hree di
fferent

 days)
Deoxyn

ivaleno
l

-21±1
6

67
(26)

91 (14
)

93 (3)
78 (11

)
87 (7)

89 (6)
102 (1

4)
95 (14

)
Aflatox

in B 1
-41±1

4
59 (19

)
110 (8

)
108 (1

8)9
0 (40)

102 (2
4)1

03 (20
)1

09 (11
)1

17 (9)
HT-2 to

xin
21±13

99 (11
)

108 (2
0)

95 (10
)10

0 (25)
90 (22

)9
4 (14)

103 (2
5)

114 (2
5)

Fumon
isin B 1

2±28
74 (35

)
99 (16

)
80 (12

)60
 (13)

73 (10
)7

5 (10)
12

1
(10)

111 (1
0)

T-2 tox
in

3±13
105 (9

)
115 (1

1)
100 (3

)82
 (13)

100 (6
)

98 (5)
121 (1

2)
108 (1

2)
Fumon

isin B 3
4±25

98 (26
)

105 (2
1)

100 (1
7)7

8 (3)
93 (12

)9
6 (20)

115 (2
9)

101 (2
9)

Fumon
isin B 2

9±22
104 (2

7)
110 (2

1)
99 (6)

91 (18
)

95 (6)
97 (7)

14
2

(17)
13

6
(16)

Ochrat
oxin A

-9±18
95 (26

)
11

3
(10)

92 (29
)14

5
(66)

90 (15
)9

4 (19)
12

7
(18)

13
1

(19)
Zearale

none
3±7

104 (1
8)

106 (1
3)

103 (6
)12

4
(44)

105 (1
6)1

04 (11
)1

07 (13
)1

09 (13
)

Ta
bl

e 
2.

Matrix
 effect a

ndreco
veriesa in per

centag
e ofmy

cotoxin
sinma

iz
e

using d
ifferen

t calibr
ation a

pproac
hes.

a Figure
sin bo

ld: reco
veries 

orRSD
routsi

de rang
e EU 51

9/2014
.

STD = s
tandar

d, IL-IS
 = isoto

pically
 labelle

d inter
nal sta

ndard;
 L1-L3 

standa
rd addi

tion lev
els (see

 Experi
mental

); ICAL
: Isotop

ic Inter
nal

Calibra
tion, IP

D: Isoto
pe Patt

ern De
convol

ution.



264

M
ul

ti
-le

ve
l c

al
ib

ra
ti

on
Si

ng
le

-le
ve

l c
al

ib
ra

ti
on

Standa
rd add

ition
Interna

l calibr
ation

Compo
und

Matrix
 effect±

SD
Solven

t STD w/o IL
-IS

Solven
t STD with IL

-IS
L1-L3

L1
L2

L3
OPIC

IPD
Recove

ry (RSD
) n=3, t

hree di
fferent

 days)
Deoxyn

ivaleno
l

-54±5
41

(2)
92 (9)

92 (17
)10

3 (28)
92 (9)

95 (15
)1

04 (12
)9

7 (12)
Aflatox

in B 1
-71±5

28
(20)

95 (13
)

102 (1
4)11

5 (46)
99 (29

)10
3 (20)

94 (16
)1

00 (17
)

HT-2 to
xin

-1±13
85 (9)

103 (6
)

94 (3)
128 (3

2)
95 (18

)1
02 (5)

98 (10
)

107 (9
)

Fumon
isin B 1

11±5
97 (10

)
90 (9)

95 (25
)11

5 (30)
89 (12

)1
02 (29

)1
08 (20

)9
9 (20)

T-2 tox
in

-33±1
0

65 (16
)

96 (10
)

100 (2
5)14

2
(37)

101 (1
0)1

12 (32
)1

11 (5)
99 (5)

Fumon
isin B 3

-15±9
90 (9)

105 (1
3)

113 (2
5)10

8 (23)
105 (1

2)1
18 (30

)1
25

(10)
111 (1

0)
Fumon

isin B 2
-21±8

72 (1)
104 (7

)
90 (23

)94
 (13)

92 (12
)9

3 (21)
12

5
(9)

120 (9
)

Ochrat
oxin A

-
-

-
-

-
-

-
-

-
Zearale

none
-73±4

28
(10)

112 (1
1)

100 (4
)17

5
(29)

112 (1
7)

110 (4
)1

12 (12
)1

14 (13
)

Ta
bl

e 
3. Matr

ix effec
t andre

coverie
sa in per

centag
e ofmy

cotoxin
sinnu

tm
eg

using d
ifferen

t calibr
ation a

pproac
hes

a Figure
sin bo

ld: reco
veries 

orRSD
routsid

e range
 EU 51

9/2014
.b Thech

romato
graphic

 peak w
as over

lapped
 by an i

sobaric
 interfe

rence.
STD = s

tandar
d, IL-IS

 = isoto
pically

 labelle
d inter

nal sta
ndard;

 L1-L3 
standa

rd addi
tion lev

els (see
 Experi

mental
); ICAL

: Isotop
ic Inter

nal
Calibra

tion, IP
D: Isoto

pe Patt
ern De

convol
ution.

Fabregat-Cabello et al./ (accepted in World Mycotoxin Journal)



	 Capítulo	4	

265 Re
se
ar
ch
	p
ap
er
	5
	

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 FB2 in maize, FB2 and FB3 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 arevarious ways to achieve acceptable results. It should be noted that some of therecovery and precision data were affected by the subtraction of theendogenous amount of mycotoxins in samples (see Supplemental InformationTable S-2), as no blank samples were available, and to the fact that theadditions (standard additions or internal standard) were performed to thefinal extract rather than to the sample itself. Thus, the sample treatmentprocess effect on precision was not corrected. However, post-extractionaddition is a less expensive method, since lower quantities can be added,especially for the expensive labelled mycotoxins.
4. CONCLUSIONSAn exhaustive study on the extent of matrix effects and applicability of fourmathematical methodologies for their correction in LC-ESI-MS/MS mycotoxinsanalysis in challenging matrices has been reported. The correction of thematrix effect by monitoring the signal of a continuously added substance wasstudied but without satisfactory results. The assumption that the matrix effectfor a monitored compound can be extrapolated to other analytes if it occurs atthe same retention time is not applicable for the mycotoxins and matrices inthe present study. Otherwise, this approach permitted a qualitative evaluationof the signal suppression and enhancement phenomena at each retention time.The evaluation of absolute matrix effects exhibited by the electrospray sourcein the LC-MS/MS system showed that the signal was particularly supressed inspice samples. Generally, DON and AFB1 were the analytes affected by thehighest suppression.The majority of recovery and RSD values were between 70-120% and below20%, respectively, for the standard addition method (both for multiple orsingle addition at adequate concentration levels) and when using a calibration
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curve with an isotopically labelled internal standard. Thus, thosemethodologies all compensate sufficiently for the matrix effect, and truenessand precision meet the EU 519/2014 acceptance criteria. When suitableinternal standards are not available, single-level standard addition methodscan 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, tothe values obtained with the whole calibration curve. Nevertheless, recoveriesfor single-point calculations with isotope labelled internal standardsoccasionally led to unacceptable high recoveries.Further verification of the trueness of the concentration of the labelledmycotoxin solutions is needed to resolve this given that those methods are thefastest (only one injection per sample is needed) and can correctly compensatethe matrix effect.
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SRM transitionName Natural U-Labelled1 Precursor ion Product ionDeoxynivalenol(ESI+) 297.0 > 249.1 312.0 > 263.1 [C15H20O6 +H ]+ [C14H16O4 +H]+
Aflatoxin B1(ESI+) 313.1 > 285.1 330.1 > 301.1 [C17H12O6 +H]+ [C16H12O5 +H]+HT-2 Toxin(ESI+) 442.2 > 263.1 464.2 > 278.1 [C22H32O8+NH4]+ [C15H17O3+NH4 ]+FumonisinB1(ESI+) 722.2 > 334.2 756.2 > 356.2 [C34H59 NO15+H]+ [C22H39NO+H]+
T-2 Toxin (ESI+) 484.2 > 185.1 508.2 > 198.1 [C24H34O9+NH4]+ [C13H11+NH4]+Fumonisin B3(ESI+) 706.2 > 336.2 740.2 > 358.2 [C34H59NO14+H]+ [C22H41NO+H]+Fumonisin B2(ESI+) 706.2 > 336.2 740.2 > 358.2 [C34H59NO14+H] + [C22H41NO+H]+Ochratoxin A(ESI+) 404.2 > 239.1 424.2 > 250.1 [C20H18Cl NO6+H]+ [C11H8ClO4+H]+

Zearalenone (ESI+) 319.3 > 283 337.3 > 301 [C18H22O5 +H]+ [C18H18 O3+H]+Zearalenone (ESI-) 317.1 > 175.1 335.1 > 185.1 [C18H21O5]- [C10H18O3]-

SUPPLEMENTAL INFORMATION

Table S - 1. Name, selected reaction monitoring (SRM) transition and formula forprecursor for the natural and isotopically labelled mycotoxin.

1U-labelled stands for uniformly 13C-labelled mycotoxins
Table S -2. Concentration obtained in positive samples by single-level standardaddition.

aThe uncertainty of the values corresponds to 1s standard deviation. n.d.=non detected

Compound Maize(mg/Kg) Compound feed(mg/Kg) Straw(mg/Kg) Nutmeg(mg/Kg) Curcuma(mg/Kg)Deoxynivalenol 0.15 ± 0.04 0.17 ± 0.06 1.05 ± 0.15 n.d. n.d.Aflatoxin B1 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 B1 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 B3 0.046 ± 0.016 n.d. n.d. n.d. n.d.Fumonisin B2 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

Fabregat-Cabello et al./ (accepted in World Mycotoxin Journal)
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Figure S - 1. Matrix effect profile for (A) soy by-products, (B) ginger and (C) paprika.

Fabregat-Cabello et al./ (accepted in World Mycotoxin Journal)
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Conclusiones

De la presente tesis doctoral se puede extraer a modo de conclusión generalque las ventajas del análisis por dilución isotópica elemental se puedenextrapolar al análisis de compuestos orgánicos, incluyendo la metodología decálculo basada en la deconvolución de perfiles isotópicos. Para llegar a talconclusión, la aplicación de esta metología ha sido llevada a cabo en diferentestipos de matrices y analizadores, haciendo uso en todos los casos del potencialdel acoplamiento entre la cromatografía líquida y la espectrometría de masas.A pesar de que las conclusiones han sido presentadas de forma detallada encada uno de los capítulos incluídos en este trabajo, a continuación se van arecopilar las conclusiones específicas más destacables:1. La aplicación de dos ciclos consecutivos de extracción a baja y a altatemperatura para llevar a cabo la extracción mediante microondasfocalizadas ha permitido la extracción cuantitativa del cromohexavalente en muestras sólidas. Además, la adición de complejantesen medio básico ha facilitado la extracción de la especie trivalente decromo en forma de Cr(III)-EDTA.2. Se ha demostrado que en las condiciones de extracción estudiadas paralas especies de cromo, la especie Cr(III) está estabilizada. Este hechopermite el uso de un solo trazador isotópico de Cr(VI), pudiéndosesimplificar de forma notable la complejidad y el coste del análisis. Enconsecuencia, la metodología desarrollada puede ser aplicada enanálisis de rutina, manteniendo los mismos niveles de exactitud yprecisión que utilizando dos trazadores.3. La metodología desarrollada para la determinación de Cr(VI) en sólidosha sido validada satisfactoriamente por LC-ICP-MS mediante el análisisde cuatro materiales de referencia certificados: SRM 2701 y SRM 2700(suelo contaminado a alto y bajo nivel de concentración), CRM071(arcilla arenosa) y BCR-545 (polvo contenido en un filtro). También se
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han realizado los correspondientes análisis para estudiar lasinterconversiones entre Cr(III) y Cr(VI) en ambos sentidos en distintascondiciones de extracción, para los tres últimos materiales.4. La aplicación de la cuantificación mediante dilución isotópica y cálculospor IPD se ha trasladado al análisis orgánico, para así evitar las curvasde calibrado y obtener resultados de alta calidad metrológica. Teniendoen cuenta que la obtención de las abundancias teóricas necesarias paralos cálculos no es directa en el uso de triples cuadrupolos, se harecurrido a programas que facilitaban esta tarea (Isopatrn).5. El uso de compuestos marcados isotópicamente con un solo 13C, paraevitar cualquier posible efecto isotópico, se ha evaluado para el caso dedos alquilfenoles en distintas muestras de agua. Dado que estoscompuestos no están disponibles de forma comercial, se llevó a cabo susíntesis y caracterización.6. La aplicación de los compuestos marcados con un solo 13C comopatrones internos en la determinación por UHPLC-ESI-MS/MS haproporcionado resultados con alta calidad (en cuanto a exactitud yprecisión) y alta sensibilidad, pues se han alcanzando los nivelesregulados tanto para octilfenol como para nonilfenol. Sin embargo, seha demostrado que otros patrones internos tradicionalmente usados,como el n-nonilfenol, no son adecuados para su uso en aguasresiduales.7. La etapa de preconcentración de disruptores endocrinos en aguas,tanto por técnicas convencionales (extracción en fase sólida) como porotras de más reciente implantación (microextracción en fase líquidautilizando fibras huecas) ha sido clave para alcanzar la sensibilidadnecesaria y poder detectar estos analitos, así como del bisfenola A, aniveles de sub-ppb. Por otra parte, HF-LPME ha demostrado ser muchomás eficiente en cuanto a coste y tiempo que SPE, aunque la falta dematerial para el análisis de rutina aún dificulta su aplicación, así comosu complicada manipulación.
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8. La evaluación del efecto matriz en el caso del análisis de micotoxinas enalimentos ha sido estudiado de forma clásica (fortificación de losextractos tras la extracción y comparación de los extractos nofortificados) y mediante la monitorización de un compuestointroducido de forma constante a lo largo de todo el cromatograma. Seha observado que la segunda aproximación no permite la correccióndel efecto matriz para los compuestos de interés, aunque haproporcionado una visión cualitativa de la extensión del efecto matriz acada tiempo de retención. En general, las micotoxinas deoxinivalenol yaflatoxina B1 han sido las más afectadas por la supresión de señal.9. La comparación de cinco metodologías de calibrado para compensar elefecto matriz en el análisis de micotoxinas en matrices de altacomplejidad (especias y piensos) ha mostrado que cuando los análogosenriquecidos isotópicamente no están disponibles, la aplicación deadiciones estándar a un solo nivel ofrece los resultados con la mayoreficiencia (en relación al coste de materiales y al tiempo de ejecución).10. El estudio realizado con micotoxinas también ha demostrado que lasrecuperaciones obtenidas mediante dilución isotópica en un solo punto(IPD) ofrece resultados de la misma calidad (en términos de exactitud yprecisión) que el uso de una curva de calibrado completa. No obstante,en algunos casos se han obtenidos recuperaciones anormalmente altas,hecho que debería de ser estudiado en trabajos futuros.
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Sugerencias para trabajos futurosEn esta tesis se ha constatado el potencial de la espectrometría de masas dedilución isotópica desarrollada mediante deconvolucion de perfiles isotópicosen la obtención rápida de resultados fiables. Como cabe esperar, laoptimización de cada método concreto ha puesto de manifiesto la necesidad deabordar nuevos problemas. Este hecho se traduce en una serie de futurostrabajos que no han podido ser llevados a cabo por falta de tiempo y/omaterial, o por no entrar dentro del alcance de la investigación en curso. Acontinuación se presentan, resumidos, algunos de los posibles temas deinvestigación que se han sugerido:- Estudiar la viabilidad de realizar extracciones de Cr(VI) en muestrassólidas medioambientales utilizando un sistema de microondasconvencional en vez del sistema de microndas focalizadas, para facilitarel acceso al método desarrollado.- Realizar un estudio sobre el isómero de nonifenol más habitual enaguas residuales así como evaluar su efecto disruptor endocrino. Deesta forma se podría optar por un análogo marcado isotópicamenteprobablemente más representativo que el elegido en esta tesis.- Desarrollar métodos de análisis de alquilfenoles en lodos dedepuradora ya que tras la depuración de las aguas suelen acumularseen ellos.- Adaptar, en el campo de la alimentación, los métodos desarrolladospara alquilfenoles a estudios de migración en envases alimentariosfabricados en plástico.- Investigar los problemas observados –relacionados con lasrecuperaciones demasiado elevadas- durante la cuantificación defumonisinas en alimentos y piensos mediante IPD y OPIC.
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ConclusionsAs a result of the research performed in this Doctoral Thesis, the overall
conclusion is that the advantages related to isotope dilution massspectrometry combined with isotope pattern deconvolution in elementalanalysis can be extrapolated to the field of organic analytical chemistry.In order to reach such a conclusion, this methodology has been applied todifferent sample matrices and mass analyzers, taking profit of the advantagesof coupling liquid chromatography to mass spectrometry.Despite the fact that these conclusions are described in detail in theircorresponding chapter of this document, the specific conclusions areincluded as follows:1. The implementation of focused microwave extraction with two stepsand at two different temperatures have permitted to quantitativelyextract all the chemical forms of Cr(VI) occurring in solid samples. Inaddition, the use of complexing agents in basic extracting solutionshave both facilitated the extraction of the Cr(III) forms by complexformation of Cr(III)-EDTA2. It has been demonstrated that in the selected extraction conditions,Cr(III) species are stabilized. As a consequence single spike IDMSprocedure using isotopically enriched Cr(VI) can be applied, reducingboth analysis cost and complexity of equations. These improvementsallow implementing the developed procedure to routine laboratorieswith the same degree of confidence that with double spike IDMS.3. The optimized methodology for the fast and accurate determination ofCr(VI) in solid samples has been validated by LC-ICP-MS in thefollowing certified reference materials: SRM 2700 and SRM2701(Hexavalent chromium in contaminated soil, low level and highlevel, respectively), CRM041 (sandy clay) and BCR-454 (welding dustloaded on a filter). Furthermore, interconversions between both
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chromium species at different extraction conditions have beenevaluated for SRM 2701, candidate SRM 2700, and CRM-041.4. The application of isotope dilution mass spectrometry and IPDcalculations has been extrapolated to the analysis or organiccompounds, in order to avoid methodological calibration graphs. Dueto the fact that theoretical isotopic abundances cannot directlycalculated for tandem mass spectrometry, and are necessary for IPDcalculations, the software “Isopatrn” have been employed.5. The use of isotopically labeled compounds with a single 13C atom havebeen evaluated for the determination of two alkylphenols in watersamples, in order to avoid any possible isotopic effects. Given the factthat these compounds were not commercially available, they were in-house synthesized and completely characterized.6. The evaluation of singly labeled 13C compounds as internal standardsby UHPLC-ESI-MS/MS has provided highly reliable results in terms ofaccuracy and precision. In addition, it has been possible to validate theproposed procedures at the maximum concentration levels establishedfor alkylphenols in environmental water samples. Alternatively, aclassical internal standard, n-nonylphenol, have been compared to IPDquantifications in wastewaters but without success.7. A preconcentration step is necessary for the determination of theselected endocrine compounds (octylphenol, nonylphenol andbisphenol A) in order to reach the required sensitivity at sub-ppblevels. To do so, both conventional (solid phase extraction, SPE) andnon-conventional (hollow fiber liquid phase microextraction, HF-LPME) extraction techniques have been studied. It has been observedthat HF-LPME provides faster and cheaper extractions, but itsimplementation in routine laboratories is still complicated due to itscomplex manipulation as well as lack of routine material.
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8. The extent of matrix effect in the mycotoxins analysis in LC-MS/MSbased determinations have been evaluated by classical post-extractionaddition and by monitoring the signal of a compound introducedcontinuously during all the chromatographic run. It has been concludedthat the second approach was not able to quantitatively correct formatrix effect in the studied conditions. However, it provides aninteresting vision of the qualitative matrix effect at each retention time.In general, deoxinivalenol and aflatoxin B1 have been the mycotoxinsmore affected by matrix effect, more specifically ion suppression9. The comparison of five different calibration approaches to compensatefor matrix effects in complex matrices (feed and spices) has shown thatwhen no isotopically labeled internal standards are available, single-level standard addition is the most efficient approach.10. The study focused on mycotoxins analyses has also demonstrated thatthe results obtained by single-point isotope dilution mass spectrometry(one point isotopic internal calibration (OPIC) and isotope patterndeconvolution (IPD)) provides quantifications with the same analyticalquality (accuracy and precision) as the calibration procedures.Nevertheless, in some cases, mostly in fumonisins, unacceptable highrecoveries have been obtained.
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Suggestions for future worksIn this Doctoral Thesis the potential of isotope dilution mass spectrometrycombined with isotope pattern deconvolution calculations has been proved asa way to obtain fast and reliable quantifications. As it can be expected, theoptimization of each methodology has discovered new analytical challenges.This fact resulted in a list of uncovered research due to lack of time and/ormaterial, or for falling out of the scope of this document. The list of proposedfuture works is proposed below:- Test the feasibility of Cr(VI) extractions in solid samples withconventional microwave systems in order to decrease the cost persample analysis.- Study the whole family of nonylphenol isomers and discover the mostusual in wastewaters. When selected, the proper evaluation of itsendocrine disrupting capacities will be carried out.- Taking into account the accumulation of endocrine disruptingcompounds in sewage sludge, simpler and faster analyticalmethodologies based on IPD must be developed.- Carry out migration studies in packaging material for studiedendocrine disrupting compounds taking profit of IPD methodology.- Investigate the observed problems during the quantification offumonisins in food and feed by IPD and OPIC.
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