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1. INTRODUCCION
1.1. Ftalatos: Usos y Riesgos

Los ftalatos son los plastificadores mas comunmente utilizados en una serie de
plasticos (principalmente el policloruro de vinilo, PVC) y otros materiales que se
encuentran en muchos productos de consumo. Se trata de eésteres del &cido 1,2-
bencenodicarboxilico con alcoholes alifaticos lineales o ramificados de cadena
moderadamente larga. Estos plastificadores trabajan incrustandose entre las cadenas de
polimeros, espaciandolas e incrementando el volumen libre, descendiendo asi de forma
significativa la temperatura de transicion vitrea para el plastico, haciéndolo mas suave,
blando y flexible. Debido a que se trata de aditivos y no de reactivos, no se encuentran
quimicamente unidos a los plasticos, de forma que pueden desprenderse de los productos
de consumo y llegar al medio ambiente. Existe preocupacién sobre los ftalatos debido a su
uso generalizado, su presencia en el medio ambiente y sus posibles repercusiones sobre la

salud.

Estas sustancias han sido reconocidas como sustancias extremadamente
preocupantes (Substances of Very High Concern, SVHC) por el reglamento europeo sobre
sustancias quimicas (Registro, Evaluacién y Autorizacion de Productos Quimicos,
REACH) debido a su potencial efecto como disruptor endocrino -provocando alteraciones
hormonales en las personas expuestas- y a los efectos reproductivos observados en estudios
con animales; se encuentran clasificados dentro de la categoria 1B de agentes toxicos para
la reproduccion. Por esta razon, no pueden ser utilizados como sustancias o constituyentes
de preparados en concentraciones superiores al 0,1% en masa del material plastificado en
juguetes y articulos de puericultura que puedan ser introducidos en la boca por nifios
menores de tres afios (Directiva Europea 2005/84/EC), ni en aplicaciones cosméticas
(Directiva Europea 2004/93/EC). Su uso también estd regulado (Reglamento de la
comision europea 10/2001) en envases, embalajes y procesamiento de alimentos.

Los ftalatos de interés en este estudio se dividen en dos sub-grupos principales con

propiedades y aplicaciones diferentes:

e Ftalatos con alto peso molecular:
DINP: Di-isononil Ftalato. Se encuentra en jardines, zapatos, juguetes y materiales

de construccioén.



DIDP: Di-isodecil Ftalato. Usado para aislamiento de cables, salpicaderos de
coche, zapatos o alfombras.

En Bruselas, el 24 de Abril de 2006, la Union Europea (UE) ha confirmado
que estos dos plastificantes no estan clasificados como peligrosos y que su uso
actual no plantea ningun tipo de riesgo para la salud humana ni para el medio

ambiente, aunque en la directiva europea se sigue restringiendo su uso.

e Ftalatos con bajo peso molecular:

DBP: Di-butil Ftalato, dafiino para la fertilidad. Ftalato de menor utilizacion. Usado
en los pléasticos de celulosa, film alimentario, adhesivos, perfumes y también en
cosméticos como esmaltes de ufias, champu 6 protectores solares.

BBP: Butil Bencil Ftalato, dafiino para la fertilidad. Se encuentra en los suelos de
vinilo, conos de trafico, cintas transportadoras, cuero artificial.

DnOP: Di-n-octil Ftalato, perjudicial para el higado. Se usa en suelos, alfombras,
tapas de libretas y explosivos potentes. Junto con el DEHP es uno de los
plastificadores mas comunes, pero se sospecha gque causa cancer.

DEHP: Di-(2-etilhexil) Ftalato, dafiino para la fertilidad. Es el mas comunmente
utilizado debido a su bajo coste. Usado en materiales de construccion, envases

alimentarios, juguetes, instrumental médico y film plastico.

En el marco del reglamento REACH, los ftalatos bajos estan sujetos a autorizacion.
Después de Agosto de 2015 s6lo podréan ser producidos o utilizados si se concede una
autorizacion especifica para una determinada aplicacion y/o su utilizacion en la cadena de

suministro de dichos productos.

1.2. Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masas en Tandem

La cromatografia de gases (GC) se define como una técnica separativa basada en
las diferencias de volatilidad de la mezcla de los solutos cromatografiados y en su
capacidad para ser adsorbidos sobre una fase sélida empaquetada en una columna. La
volatilidad y la estabilidad térmica suficientes son los requisitos que un soluto debe
cumplir para poder llevar a cabo su analisis con este tipo de cromatografia. El primer paso
en el proceso de GC es suministrar uno o varios gases de elevada pureza al GC. Uno de
estos gases (denominado gas portador) entra por el inyector, a través de la columna y hacia



el detector. A continuacion, se introduce la muestra en el inyector, que se encuentra
generalmente a una temperatura de entre 150 y 250 °C, lo cual provoca que los solutos de
muestra volatiles se vaporicen. Estos solutos vaporizados son transportados a la columna
por medio del gas portador, mientras la columna permanece en un horno a temperatura
controlada. Los solutos recorren la columna a diversas velocidades, que vienen
determinadas principalmente por las propiedades fisicas de estos solutos, asi como por la
temperatura y composicion de la propia columna. El soluto mas rapido es el primero en
salir (eluir) de la columna, seguido por el resto de solutos en el orden correspondiente. A
medida que cada soluto eluye, entra en el detector, donde se genera una sefial electronica
en funcion de la interaccion del soluto con el detector. Un sistema de datos almacena el
nivel de la sefial y la dibuja en funcion del tiempo transcurrido para generar un

cromatograma.

La espectrometria de masas (MS) acoplada a la GC ha sido una de las técnicas que
mas se ha extendido en las Gltimas décadas en el campo de la quimica analitica aplicada al
medio ambiente, alimentos y salud publica. El éxito de su aplicacién es una consecuencia
de la combinacién de una técnica de separacion (GC) que presenta una gran versatilidad y
las buenas y Unicas capacidades de la MS. La MS se ha presentado como la posibilidad
analitica de alcanzar una elevadisima sensibilidad debido a su altisima especificidad.
Ademas, presenta la habilidad Gnica de medir los iones con masa exacta, proporcionando
informacion de la composicion elemental, permitiendo establecer las rutas de
fragmentacion. De forma muy bésica se puede definir el funcionamiento de la MS en los

siguientes pasos:

a. lonizacién. Las moléculas de los analitos pasan a estado gaseoso
ionizandose, adicionandose o eliminandose un electrén o un protén. El exceso de
energia proporcionado en este paso también puede transformarse en una
fragmentacion de la molécula, generando iones fragmento.

b. Separacion y Andlisis de la masa de los iones moleculares y sus

fragmentos cargados, basandose en su relacion masa carga (m/z). En este paso es
necesario trabajar a alto vacio, permitiendo el movimiento libre de los iones en el
espacio, sin la interferencia de otras especies con las que pueda colisionar. La

colision puede generar la fragmentacion de los iones moleculares y/o producir



nuevas especies por reacciones ién-molécula, efecto que le llevaria a una
reduccion de la sensibilidad y resolucion del analisis.

c. Medida. Amplificacion y creacion de espectros de masas.

La posibilidad de poder acoplar dos analizadores de espectrometria de masa
aumenta considerablemente el potencial y las posibilidades que ofrece esta técnica. La
adquisicion en tdndem MS (MSMS) ofrece una gran selectividad, ya que permite la
posibilidad de aislar un ién en la celda de colision, eliminando otros iones o fragmentos
que puedan interferir. La fragmentacion en este caso se produce por la colision del ion
seleccionado con moléculas de un gas inerte, recibiendo el nombre de disociacién inducida
por colision (Collision Induced Dissociation, CID). Estas fragmentaciones estan ligadas
directamente con la composicion quimica y la estructura de la molécula. La MSMS se ha
desarrollado en analizadores de tipo cuadrupolo (Figura 1), donde se han acoplado dos
cuadrupolos (Q1 y Q3) mediante uno intermedio que hace de celda de colision (Q2). En el
primer cuadrupolo (Q1) se selecciona la relacion m/z de interés, que se suele denominar
i0n precursor, éste pasa a traves de la celda de colision (Q2) donde se fragmenta, los iones
producto son separados por el segundo cuadrupolo (Q3). Este tipo de instrumentos se han
denominado de triple cuadrupolo (QQQ).

FUENTE 1° CUADRUPOLO CELDA DE 20 CUADRUPOLO DETECTOR
(Q1) COLISION (Q3)
(Q2)

Figura 1. Esquema de un triple cuadrupolo (QQQ)

La MS en tandem presenta grandes ventajas practicas frente a MS simple, ya que
la calidad y la cantidad de informacion proporcionada por MSMS, aumenta la selectividad
y la capacidad de la técnica para la elucidacion estructural. El uso de GC-MSMS aumenta

considerablemente la sensibilidad, especialmente en matrices complejas, permitiendo la



eliminacion de interferentes de la matriz -donde es virtualmente eliminada- o interferencias

coeluidas.

La adquisicion mediante un QQQ ofrece una gran versatilidad, dependiendo del
modo en que opera cada uno de los dos cuadrupolos (Q1 y Q3). Algunos de los modos de

adquisicién que se pueden aplicar son:

a. Barrido de todos los iones (full scan). Todas las moléculas que se
ionizan en la interfase llegan al detector. En el QQQ, ni la celda de colision ni el
segundo cuadrupolo acttan en el proceso de seleccion, realizandose el barrido de
iones con el primer cuadrupolo y obteniendo un espectro de full scan.

b. Adquisicion de un ion seleccionado (Single lon Monitoring, SIM).
La adquisicion SIM esta dirigida a la medida de un solo i6n, que es seleccionado
en el primer cuadrupolo, donde la celda de colision y el segundo cuadrupolo no
actuan en la medida. Este tipo de adquisicion deriva del uso de Q simple, y su
aplicacidn en instrumentos QQQ no suele ser muy frecuente.

c. Barrido de iones producto (Product lon Scan). Se lleva a cabo
seleccionando en el primer cuadrupolo una m/z concreta denominado i6n
precursor, que se fragmenta con una energia de colision adecuada en la celda de
colisién; el segundo cuadrupolo adquiere en modo full scan de forma que se
obtiene la medida de todos los fragmentos del ién precursor, denominados iones
producto. Este modo de adquisicion es ideal para la obtencion de la maxima
informacidn estructural posible del idn precursor.

d. Adquisicion de la reaccion seleccionada (Selected Reaction
Monitoring, SRM) o de mdaltiple reaccion seleccionada (Multiple Reaction
Monitoring, MRM). En este modo de adquisicion, se selecciona un ién en el
primer cuadrupolo denominado i6n precursor; éste se fragmenta en la celda de
colisién en presencia de gas inerte aplicando una energia de colision éptima; uno
de los iones fragmento obtenido se selecciona en el segundo cuadrupolo
etiquetandose como i6n producto. La adquisicion en MRM es la més utilizada en
las aplicaciones analiticas cuantitativas mediante QQQ, ya que minimiza al
méaximo la presencia de otros interferentes y se presenta como una herramienta de

alta sensibilidad y selectividad.



e. Barrido de iones precursor (Precursor lon Scan). El primer

cuadrupolo hace un barrido de todos los iones que provienen de la interfase,

fragmentandose en la celda de colision a una energia concreta; de todos los

fragmentos obtenidos solo se selecciona uno por el segundo cuadrupolo. La

aplicacion a la que viene asociado este modo de adquisicion es a un grupo de

compuestos de la misma familia o a metabolitos provenientes de un mismo

analito, pues el barrido de iones precursores a un ién producto comun esta

directamente ligado a una estructura quimica comun

2. OBJETIVO

El objetivo principal del presente trabajo fin de master es la puesta a punto de la

determinacion de ftalatos mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria de
masas en tandem en un GC/MSMS triple Quad segun la norma UNE-EN 15777:2009

(Textiles. Métodos de ensayos para ftalatos), utilizando una apropiada combinacion de

métodos de extraccién y analisis para llegar a la determinacion de seis ftalatos regulados en

tres tipos de matrices diferentes: muestras textiles, plasticas y aceite.

El trabajo se divide en cuatro partes principales:

1)

2)

3)

4)

Extraccion de los ftalatos de las diferentes muestras mediante bafio de
ultrasonidos y posterior purificacion.

Escalado de las condiciones de analisis descritas en la norma a un cromatografo
acoplado a un analizador de masas cuadrupolo triple, y posterior optimizacién
de las condiciones de determinacion y medida. EI gran potencial que el
analizador QQQ ofrece, por su gran sensibilidad y selectividad, es idoneo para
la determinacion de este tipo de analitos en las matrices complejas propuestas,
permitiendo minimizar el tratamiento de muestra.

Validacion de los métodos analiticos optimizados, estableciendo los parametros
de linealidad, especificidad, exactitud y precision mediante ensayos de
recuperacion a varios niveles. Se ha establecido el limite de cuantificacién
(limit of quantitation, LOQ) y se ha estimado el limite de deteccion (limit of
detection, LOD).

Aplicacion de la metodologia analitica desarrollada a muestras reales y

discusion de los resultados obtenidos. Para evaluar la robustez del método, se
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hace uso de un control de calidad (Quality Control, QC), una muestra blanco
fortificada a un nivel conocido, que se extrae junto con la secuencia de muestras

objeto de analisis.

El plan de trabajo seguido para la obtencién de los objetivos citados anteriormente

es el que se expone a continuacion:

1)

2)
3)

4)

5)

6)

7)

8)

Revision bibliogréfica de la situacion actual de la determinacién de ftalatos
mediante GC/MS y su extraccion de muestras.

Seleccion de los diferentes tipos de matrices objeto de estudio.

Optimizacion de la extraccion y posterior purificacion de los seis ftalatos en las
muestras complejas propuestas.

Seleccién de los ftalatos objeto de estudio y del patron interno adecuado a su
posterior determinacién y cuantificacion mediante GC/MSMS.

Optimizacion de la separacion cromatografica mediante la inyeccién de
patrones a las concentraciones adecuadas. Creacion de un gradiente
cromatografico capaz de obtener picos cromatograficos y tiempos de retencion
adecuados.

Estudio de las condiciones Optimas en la adquisicion por MSMS mediante el
uso de patrones: seleccién del ion precursor y optimizacién de la fragmentacién
del mismo, blsqueda de las energias de colisibn méas adecuadas para la
obtencion de iones productos especificos del analito. Seleccién de las
transiciones especificas a cada analito (target) y de las transiciones para el
analisis confirmativo de la identidad de los analitos (qualifiers).

Estudio de patrones en solvente y en extractos de muestra para evaluar el efecto
matriz y la sensibilidad del método de acuerdo con el tratamiento de muestra
aplicado. Construccion de rectas de calibrado.

Validacion de los métodos analiticos optimizados y aplicacion de la

metodologia a muestras reales.



3. MATERIALES Y METODOS
3.1. Material y Reactivos

Se analizaron seis de los ftalatos regulados por la union europea, cuatro de bajo
peso molecular: Di-(2-etilhexilo) Ftalato (DEHP), Butil Bencil Ftalato (BBP), Di-butil
Ftalato (DBP) y Di-n-octil Ftalato (DnOP), y dos de alto peso molecular: Di-isononil
Ftalato (DINP) y Di-isodecil Ftalato (DIDP); asi mismo se utilizé el Bencil Benzoato (BB)
como patron Interno. Se compraron puros de la marca Sigma Aldrich, distribuidos por
Cienytech. Los disolventes utilizados, Tetrahidrofurano (THF), n-Hexano 98% vy

ciclohexano, son de la marca Scharlau también distribuidos por Cienytech.

Compuesto Mr (g/mol) Formula Molecular CAS N° Punto Ebullicién
DBP 278,34 Ci16H2204 84-74-2 340 °C
BBP 312,36 C19H2004 85-68-7 370°C
DEHP 390,56 C24H3504 117-81-7 385°C
DnOP 390,56 C24H3504 117-84-0 380°C
DINP 418,61 Co6H1204 28553-12-0
DIDP 446,66 C28H4604 26761-40-0

BB” 212,24 C14H1202 120-51-4 323-324°C

Tabla 1. Propiedades fisico quimicas de los 6 ftalatos y el patron interno (*) utilizado

El material necesario para llevar a cabo los ensayos se compone por: Matraces
Erlenmeyer, Vasos de precipitados, Filtros de Jeringa de 0,45 um, Pipetas Pasteur, Jeringas
de 20 mL, Puntas de pipeta, Cronémetro, Tijeras, Espatulas, Pesasustancias, Guantes,
Viales de inyeccion de GC ambar y tapas, estufa, probetas de 25 mL, pipetas de vidrio de
10 y 20 mL, matraces aforados ambar de 10, 20 y 50 mL, Micropipetas de 10-100 pL y

100-1000 pL, Bafio de ultrasonidos, Balanza analitica y granatario.

Preparacion del material usado: se evita el contacto con cualquier tipo de
material de plastico en el transcurso del proceso. El material en contacto con la muestra y
los extractos obtenidos se mantiene perfectamente lavado y seco para evitar cualquier
interferencia o problema de contaminacion cruzada. ElI material de vidrio se lava en primer
lugar con agua y un detergente libre de fosfatos (Extran MA de Merck) y posteriormente se
aclara con agua MilliQ. Después del lavado normal, se somete a un lavado extra con acido

nitrico 0,1 N y finalmente se enjuaga con acetona o con una mezcla acetona/metanol. Se
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seca en estufa a 110 °C (1 hora) y se deja enfriar antes de su uso. El material aforado sigue

el mismo proceso de lavado pero se seca al aire.

Soluciones limpieza:

o Solucién Acido Nitrico 0,1 N. Se vierten 900 mL de agua Milli-Q en un
matraz aforado de 1 L. Se toman 70 mL de la disolucion comercial de Ac. Nitrico de 65 %
(d=1.395 g/ml) en una probeta y se vierten en el matraz aforado con agua. Se enrasa a 1000
mL con agua Milli-Q.

° Disolucion mezcla Acetona/Metanol.

Soluciones patron:

. Solucién de patrén interno. Se prepara una solucion madre de 200 pug/mL
en ciclohexano. Partiendo de esta solucién madre se prepara la solucién de trabajo de
patron interno de 0,75 pg/mL en ciclohexano. Se guarda en refrigeracion en oscuridad.

o Solucién patrén. Se prepara una serie de soluciones madre de los ftalatos
individuales en ciclohexano segin se muestra en la tabla 2. Se guardan en refrigeracién en

oscuridad.

Ftalato DIDP | DINP | DBP | BBP | DnOP | DEHP
Concentracion, pg/mL | 600 600 200 | 200 |200 200

Tabla 2. Soluciones madre

Partiendo de las soluciones madre patrones, se prepara una solucion de trabajo mix
de todos los ftalatos en ciclohexano, DIDP 4,5 pug/mL, DINP 4,5 pg/mL, DBP 0,75
pg/mL, BBP 0,75 pg/mL, DnOP 0,75 pg/mL y DEHP 0,75 pg/mL, a partir de la que se
preparan soluciones de calibracion adecuadas de ftalato en ciclohexano. Se proponen 6

niveles de calibracion, que se describen a continuacion:

Nivel 0: blanco de calibracion, 100 pL de patrén interno (solucién de trabajo BB, 0,75
ug/mL) y 650 pL de ciclohexano.

Nivel 1: 0,18 ug/mL DIDP, DINP; 0,03 ug/mL DBP, BBP, DnOP, DEHP

Nivel 2: 0,36 pg/mL DIDP, DINP; 0,06 ng/mL DBP, BBP, DnOP, DEHP

Nivel 3: 0,60 pg/mL DIDP, DINP; 0,10 pg/mL DBP, BBP, DnOP, DEHP

Nivel 4: 1,20 pg/mL DIDP, DINP; 0,20 pg/mL DBP, BBP, DnOP, DEHP

Nivel 5: 1,80 ug/mL DIDP, DINP; 0,30 pg/mL DBP, BBP, DnOP, DEHP

11



Afadiendo en todos los niveles 100 uL de solucion de trabajo de patron interno y

llevandolos a 750 pL con ciclohexano en un vial GC.

Independientemente de la composicion de la muestra, la ausencia de contaminacion
(en el material, reactivos y sistema de determinacion en general) se evalla mediante el
andlisis de un blanco control. Con cada lote de muestras se prepara un Blanco del método.
Para ello se afiaden 10 mL de THF en un matraz erlenmeyer de 50 mL con tapa. El matraz se
introduce en un bafio de ultrasonidos y se sonica durante 30 minutos. Se afiaden 10 mL de n-
Hexano y se agita a 180 rpm durante 5 minutos. La mezcla THF/n-hexano se filtra a través de un
filtro de 0,45um de didmetro de poro. Se combinan 0,3 mL del extracto purificado con 0,2 mL de
patron interno (solucién de trabajo BB, 0,75 ug/mL) en un vial GC, y se diluye a 1,5 mL con

ciclohexano.

3.2. Extraccion de Ftalatos en textil

Se optimiza el método para un estampado en plastisol multicolor (printed pasted) de una
camiseta de algodon. Para la obtencidon de una probeta representativa de la misma, se corta
Unicamente la parte estampada de la prenda en pequefios cuadros de dimensiones no superiores a 2
mm. Un perfecto homogenizado se garantiza mezclando toda la muestra obtenida, de la que se
pesan con precision (0,2+ 0,005) g. Se lleva a un frasco de boca ancha esmerilada ambar de 100
mL con tapa y se afiaden 10 mL de THF. La norma describe una proporcion de 0,1 g de muestra
por cada 10 mL de disolvente; en este caso se pesa el doble, asumiendo que la mitad de esa
cantidad es algoddn y no pléastico, asegurando asi el mantenimiento de una correcta proporcion.

La extraccion con solvente es la aproximacion mas usual como primer paso en el
tratamiento de muestra, especialmente para muestras sdlidas. Se hace uso de un sistema de
agitacion y homogeneizacién entre solvente y muestra para aumentar la efectividad de la misma, en
este ensayo un bafio de ultrasonidos. El frasco se introduce en el bafio y se sonica durante 30
minutos. En el caso de que el estampado no se disuelva completamente, se deja 2 horas extra. Para
eliminar el posible PVC presente, se afiaden 10 mL de n-Hexano y se agita a 180 rpm durante 5
minutos, permitiendo la precipitacion del polimero. La mezcla THF/n-hexano se filtra a través de
un filtro de 0,45um de diametro de poro. Se combinan 0,3 mL del extracto purificado con 0,2 mL
de patrén interno (solucién de trabajo BB, 0,75 ug/mL) en un vial GC, y se diluye a 1,5 mL con

ciclohexano.

3.3. Extraccion de Ftalatos en goma pléastica
Se optimiza el método para la suela de goma de una zapatilla deportiva. Para la obtencion
de una probeta representativa de la misma, se corta toda la suela de la zapatilla en pequefios

cuadros de dimensiones no superiores a 2 mm. Un perfecto homogenizado se garantiza mezclando
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toda la muestra obtenida, de la que se pesan con precision (0,1+ 0,005) g. Se lleva a un frasco de
boca ancha esmerilada &mbar de 100 mL con tapa y se afiaden 10 mL de THF. En este punto se

procede de la misma forma a la descrita en el punto 3.3.

3.4. Extraccion de Ftalatos en aceite
Se optimiza el método para un aceite de uso cosmético. En este caso se hace uso de
un sistema de extraccion liquido-liquido, méas comdn para muestras liquidas. Se pesan con
precision (0,25+0,005) g de la muestra en un matraz aforado de 25 mL, y se enrasa con n-Hexano.
Se agita bien, y se filtra a través de un filtro de 0,45um de diametro de poro. Se combinan 0,3 mL
del extracto con 0,2 mL de patrén interno (solucion de trabajo BB, 0,75 pg/mL) en un vial GC, y

se diluye a 1,5 mL con ciclohexano.

3.5. Andlisis Instrumental

Los analisis se llevaron a cabo utilizando un autoinyector automatico (automatic
liquid sampler, ALS) Agilent GC sampler 120, un Cromatdgrafo de gases Agilent 7890A
con un inlet Split/Splitless, una columna cromatogréfica capilar DB-5MS 30 m, 0.25 mm,
0.25 um, y un espectrometro de masas con detector selectivo de masas (MSD) de
ionizacion quimica por impacto electronico (El), analizador de triple cuadrupolo y detector
dinodo de alta energia Agilent (7000 GC/MS Triple Quad). Las inyecciones se realizaron
utilizando una jeringa de 10 uL. Todos los datos obtenidos se trataron con el programa
Agilent MassHunter Quantitative/Qualitative Analysis.

Fue necesario realizar diferentes inyecciones de los patrones a una concentracion de
5 ug/mL para los ftalatos de bajo peso molecular, de 5y 20 pug/mL para los ftalatos de alto
peso molecular y de 6 pg/mL para el patron interno con distintos Modos de Adquisicion
para la optimizacién del modo de adquisicion final por MRM. En todas las inyecciones se
mantuvieron las mismas condiciones en el cromatografo de gases (descritas mas abajo),

variando Unicamente las condiciones del MSMS.

3.5.1. Condiciones del cromatografo de gases:
Gas portador: Helio
Velocidad de flujo: constante de 1,0 mL/min.
T2 inyector: 290 °C.
Volumen de inyeccion: 1 pL.

Inyeccion: Splitless

13



T2 interfase MSMS: 280 °C.
Modo MSD: Impacto electronico, 70 eV.

Programa de Temperatura: 50 °C (1minuto)
Rampa de 30°C/min hasta 280°C (0 min)
Rampa de 15°C/min hasta 310°C

Isoterma a 310°C durante 4 minutos

Lavado solvente A (Hexano) Pre-Inyeccion: 2, Post-Inyeccion: 4

Volumen solvente A: 2 uL

Lavado solvente B (Acetona) Pre-Inyeccion: 2, Post-Inyeccion: 4

Volumen solvente B: 2 uL

Lavado con muestra: 1

Volumen lavado con muestra: 5 uL

3.5.2. Condiciones del MSMS:

Seleccion tiempos de retencion (tg)

Modo de adquisicién: Full Scan

Rango de masas: 50-450 m/z

Seleccion 16n Precursor.

Modo de adquisicién: Full Scan

Rango de masas: asociados a cada analito (tabla 3)

Tiempo de analisis: sectorizado en ventanas

Tiempo Ventana | Rango de masas (m/z) Analito
Grupo 1, Scan 5-9,5 min 80-220 BB
130-290 DBP
Grupo 2, Scan 9,5-10,8 min 80-320 BBP
130-400 DEHP
Grupo 3, Scan 10,8-final 130-400 DnOP
130-430 DINP
130-460 DIDP

Tabla 3. MS Scan
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Fragmentacién 16n Precursor.

Modo de adquisicion: Product lon Scan (PI).

Resolucion MS1: wide

Tiempo Ventana Analito 16n Precursor | MSinicial | MS final EC
5-9,5 min BB 105 50 105 20/40
DBP 223 50 223 20/40
9,5-10,8 min BBP 206 50 206 20/40
DEHP 279 50 279 20/40
10,8-final DnOP 279 50 279 20
DINP 293 50 293 20
DIDP 307 50 307 20
Tabla 4. Condiciones Pl
Seleccion Transiciones Especificas.
Modo de adquisicién: Multiple Reaction Monitoring (MRM)
Resolucion MS1: wide
Resolucion MS2: wide
Tiempo de Dwell: 50
EC: 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40
Analito I6n lones 16n lones 16n lones I6n lones
Precursor | Producto | Precursor | Producto | Precursor | Producto | Precursor | Producto
BB 105 51, 77 212 105 194 165
DBP 149 65, 93, 121 223 149 205 149
BBP 149 65, 93, 121 206 149 91 65
DEHP 149 65, 93, 121 167 149 279 149
DnOP 149 65, 93, 121 279 149 167 149 261 149
DINP 149 65, 93, 121 167 149 293 149 127 57
DIDP 149 65, 93, 121 307 149 141 57

Tabla 5. Transiciones especificas MRM
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3.6. Validacion método
Se realiza la validacion del método analitico en una de las matrices, textil, con
ensayos de recuperacion a distintos niveles. Para estudiar la repetitibilidad del método se
fortifica la misma muestra a tres niveles diferentes (ver tabla 6) y se realiza el ensayo por
sextuplicado. De la misma forma se estudia la reproducibilidad, fortificAndose tres

diferentes muestras a los mismos tres niveles y realizando el ensayo por duplicado.

DIDP DINP DBP BBP DEHP DnOP
Nivel 1 90 ppm 90 ppm 30 ppm 30 ppm 30 ppm 30 ppm
Nivel 2 180 ppm | 180 ppm | 60 ppm 60 ppm 60 ppm 60 ppm
Nivel 3 360 ppm | 360 ppm | 120 ppm | 120 ppm | 120 ppm | 120 ppm

Tabla 6. Niveles de ensayo de recuperacion, referidos a concentracién final en muestra

Las muestras se trataron de la misma forma a la descrita en el punto 3.3., dopando
las muestras a la vez que se afadia el THF para la extraccion. Se afiadieron 30 pL para el
Nivel 1, 60 pL para el Nivel 2 y 120 pL para el nivel 3 de cada una de las soluciones
madre de los patrones de ftalatos, corrigiéndose el volumen de n-Hexano a afiadir en cada

caso, manteniendo siempre los 30 mL finales de mezcla de solventes.

3.7. Aplicacion muestras reales
El método analitico ya validado se aplic6 a muestras reales procedentes de un
cliente de la empresa donde se desarroll6 el trabajo durante un periodo de 2 meses. En el
analisis de las muestras se realizd un control de calidad para asegurar la fiabilidad de los
resultados mediante el uso de un QC en cada una de las secuencias, fortificado al nivel
intermedio de la recta de calibrado. Se analizaron entre 8 y 10 muestras en cada secuencia,

a las que se sumaba el QC y el blanco de método.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Optimizacion del método

El cromatograma total de los iones generados (total ion chromatogram, TIC) de los
seis ftalatos (DBP, BBP, DEHP, DnOP, DINP, DIDP) y del patron interno (BB) adquirido
en modo Scan se muestra en la figura 2. Mientras que los 4 ftalatos de bajo peso molecular
y el BB aparecen como picos individuales en el cromatograma, tanto el DINP como el

DIDP aparecen como picos de sierra debido a una serie de posibles isomeros presentes.

i /A Chromatogram Results

(2o tlQBw € kAo s [e]lb g e PR % % El S M =
x106 |+EI TIC Scan phislstes mix 5 ppm.d
3 DBP
5.5+
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3.5
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74 75 78 8 82 84 86 88 3 g2 94 96 9 w02 04 1ds 1de 01 ~ude 14 ile 2 2 122 124 e 18 B3

Counts vs. Acquisition Time (min)

132

Figura 2. TIC modo Scan, 5 pg/mL
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Counts vs. Acquisition Time (min)

De las inyecciones realizadas con un barrido de todos los iones de los ftalatos y su

patrén interno, se obtuvo el tiempo de retencion (tg) de todos los analitos:

BB, tr: 7,9 min DBP, tr: 8,5 min
BBP, tg: 9,8 min DEHP, tg: 10,4 min
DnOP, tg: 11,1 min DINP, tg: 11,5 min

DIDP, tg: 12,1 min

Conocido el tiempo de retencion de cada uno, se realiza otra inyeccién en modo

Scan sectorizado en 3 ventanas (indicadas en la tabla 3) para, de los picos mas intensos
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observados en el experimento, seleccionar el i6n precursor de cada analito (marcados en

color azul en la tabla 7).

_ _ Abundancia | Abundancia | Abundancia | Abundancia
analito | Pico (%) Pico %) Pico (%) Pico (%)

BB 105 100 91 45,3 212 15,69 194 8,94
DBP | 149 100 223 3,3 205 2,95 167 0,34
BBP | 149 100 91 59,46 206 17,82

DEHP | 149 100 167 31,22 279 5,39
DnOP | 149 100 279 3,12 206 2,42 167 1,81
DINP | 149 100 167 9,08 293 4,29 261 1,87
DIDP | 149 100 167 9,85 307 4,08

Tabla 7. Picos mas intensos, resultados modo Scan.

El pico més intenso para la espectroscopia de masas por ionizacion El a 70eV de

los ftalatos analizados corresponde a 149 m/z (figura 3), con una relacion sefial ruido de 10

a 100 veces mayor que los otros iones del espectro.

OH

0

m/z=149

Figura 3. Estructura primaria de ftalatos y fragmentacién mayoritaria con
ionizacion EI.

Se seleccionaron picos mucho menos intensos en alguno de los ftalatos estudiado

para asi eliminar las interferencias de matriz de otros posibles ftalatos presentes no objeto

de estudio. Por otro lado, en el caso de DIDP y DINP, la baja abundancia de los iones

seleccionados obligo a la utilizacion de un patron de mayor concentracion (20 pg/mL) a la

utilizada para los otros ftalatos, y a la optimizacion por separado de los mismos mediante

la inyeccion de patrones individuales.

Conocido el i6n precursor, se buscan las fragmentaciones especificas de cada uno

de ellos mediante una inyeccion con un barrido de todos los iones producto; de entre los

iones productos obtenidos para cada uno de los iones precursores, se seleccionan los picos
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mas intensos con el fin de definir las transiciones especificas que se usaran en el método

de adquisicion por MRM (indicado en la tabla 5). Es necesaria una Gltima inyeccién para

optimizar las energias de colision (EC) que nos llevan a las fragmentaciones mas intensas

de los iones precursores, para tener, finalmente, tener todos los pardmetros optimizados en

el método de adquisicién de multiple reaccién seleccionada, MRM, buscado (tabla 8).

Analito Target EC | Qualifier | EC | Qualifier | EC | Qualifier | EC | Qualifier | EC
BB 105->77 15 | 105->51 | 30 | 212->105 | 10 | 194->165 | 30
DBP 149->65 25 | 149593 | 20 | 149>121 | 15 | 223>149 | 5 |205>149| 5
BBP 149->65 30 | 149593 | 10 | 149>121 | 15 | 206>149 | 5 91->65 15
DEHP 149->65 30 | 149593 | 20 | 149>121 | 15 | 167>149 | 5 |279>149| 10
DnOP | 279->149 5 149>65 | 25 | 149>93 | 20 | 149>121 | 15 | 261->149| 10
DINP 293->149 | 10 | 149->65 | 30 | 14993 | 20 | 149->121 | 15 | 127->57 | 10
DIDP 307>149 | 10 | 149->65 | 30 | 149593 | 20 | 149->121 | 15 | 141->57 5

Tabla 8. MRM final

De entre las transiciones optimizadas, se selecciona una para cada analito (target),

que serd la utilizada para la cuantificacién, y que suele ser la mas intensa. El resto de las

transiciones serviran para el analisis confirmativo de la identidad de los analitos

(qualifiers) —ver ejemplo en figura 4-. Todos los ftalatos estudiados presentan como

transicion mas intensa la correspondiente a la fragmentacion del i6n precursor 149, pero

debido a que los tres ftalatos que aparecen en la dltima ventana (DnOP, DINP, DIDP)

tienden a eluir solapando sus picos, se escogen como transicion target la primera mas

intensa caracteristica exclusivamente de cada uno de ellos.
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Figura 4. Informacién DBP 0,3 pg/mL
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En la figura 5 se muestra el TIC obtenido en MRM con el método final optimizado
de los seis ftalatos, mientras que en la figura 6 se muestra el TIC obtenido en MRM de los
dos ftalatos de alto peso molecular; fue necesaria la integracion del area total del pico

obtenido para la cuantificacion de estos compuestos.

i /\ Chromatogram Resuts x
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Counts vs. Acquisition Time (min)

Figura 5. TIC MRM, Spg/mL
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Figura 6. TIC MRM, DINP y DIDP 20 pg/mL

Todos los ftalatos presentan excelentes coeficientes de calibracién a los niveles

anteriormente propuestos, como se indica en la tabla 9

Rango de linealidad Coeficiente de correlacion
Analito 2
(ng/mL) (r)
DBP 0,01-0,5 0,99599
BBP 0,01-0,5 0,99740
DEHP 0,01-0,5 0,99859
DnOP 0,01-0,5 0,99638
DINP 0,05-2,0 0,99688
DIDP 0,05-2,0 0,99746

Tabla 9. Calibracién Ftalatos
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A partir del punto mas bajo del calibrado se estimé el LOQ de los ftalatos de bajo
peso molecular en las diferentes muestras en 22,5 pg/g, y en 85,0 pg/g para los ftalatos de
alto peso molecular, llegando a estimar LODs de 7,5 ug/g para DBP, BBP, DnOP y DEHP,
y de 37,5 ug/g para DINP y DIDP. Se obtuvo un método analitico sensible, y con buena
precision y exactitud utilizando la dilucion por 5 del extracto crudo junto con la adicion del
BB como patron interno y la cuantificacion con calibrado.

4.2. Validacion

Estudio de la reproducibilidad. Se obtuvieron valores satisfactorios de recuperacion

a los tres niveles de concentracion, asi como una excelente precision (con desviacion
estandar relativa, RSD, siempre inferior al 5%), en las tres muestras utilizadas para el
estudio. En la tabla 10 se muestra los resultados obtenidos para una de las muestras en el
segundo nivel de concentracion (punto medio del rango de linealidad del calibrado).

Analito | N°Réplicas | % Recuperacion | % RSD
DBP 2 87,19 2,28
BBP 2 87,58 1,40

DEHP 2 85,02 1,00
DIDP 2 90,63 3,96
DINP 2 84,55 0,54
DnOP 2 95,45 2,62

Tabla 10. Recuperacion, RSD estudio reproducibilidad

Estudio de la repetitibilidad. Se obtuvieron valores satisfactorios de recuperacion a

los tres niveles de concentracion, asi como una excelente precision (con RSD siempre
inferior al 7%), en las dos muestras utilizadas para el estudio. En la tabla 11 se muestra los

resultados obtenidos para una de las muestras en el tercer nivel de concentracion.

Analito | N°Réplicas | % Recuperacion | % RSD

DBP 6 112,11 2,65
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BBP 6 112,94 1,46
DEHP 6 103,89 5,69
DIDP 6 102,07 6,05
DINP 6 88,84 6,49
DnOP 6 104,95 3,54

Tabla 11. Recuperacion, RSD estudio repetitibilidad

4.3. Aplicacion muestras reales

El andlisis de muestras reales (tanto textiles, como plasticos o aceites) fue
satisfactorio, confirmandose la robustez del método mediante el uso de QCs. En cada
secuencia de andlisis se incluy6 un QC al nivel de 60 pg/g para los ftalatos de bajo peso
molecular, y al nivel de 180 ug/g para los ftalatos de alto peso molecular, en tandas de 8 a
10 muestras por secuencia. Del total de los QCs que se llegaron a analizar, sus valores de
recuperacion siempre estuvieron entre un 80% y un 110%.

El principal problema encontrado en el desarrollo del presente trabajo ha sido lograr
un rango de linealidad satisfactorio para ser utilizado en la calibracion y posterior
aplicacion en la determinacion de ftalatos en muestras reales. Debido a la alta sensibilidad
del detector utilizado, la tendencia observada en las curvas de calibrado de los analitos a
mayores concentraciones de las indicadas, es seguir una regresion de tipo cuadrético,
debido principalmente a la saturacion del detector (como puede observarse en una recta

realizada con concentraciones de 0,05 a 5 pg/mL de DnOP, en la figura 7).
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Figura 7. Regresion cuadratica, DnOP
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Debido a que en las muestras analizadas, principalmente textil, no esta prohibido el
uso de los ftalatos, sino que se recomienda su no utilizacion, cuando aparece un positivo a
alguno de los ftalatos estudiados lo hace en elevada proporcion, haciendo necesaria una
dilucion extra del vial GC para su correcta cuantificacion, puesto que la muestra no solo
satura al detector, sino que sale del rango de linealidad del método, como ocurri6é con una
de las muestras reales analizada que resulto ser positiva a DINP (figura 8, pre-dilucion, y

figura 9, post-dilucién).
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Figura 8. Muestra positiva a DINP
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Figura 9. Muestra positiva a DINP diluida 1:100 en ciclohexano
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5. CONCLUSIONES
La conclusion general que se puede extraer del presente Trabajo Fin de Master es la

gran versatilidad y excelente potencial que ofrece la cromatografia de gases acoplada a

espectrometria de masas en tandem mediante el uso de un analizador MS triple cuadrupolo
(QQQ). De acuerdo con la norma europea UNE-EN 15777:2009, se ha desarrollado un
método para la determinacion de seis ftalatos en muestras textiles, plasticas y aceite, que

cumple con los requisitos de linealidad, repetitibilidad, reproducibilidad, robustez y

recuperacion exigidos.

El uso de patrén interno y/o la dilucion del extracto de las muestras permiten

contrarrestar el efecto matriz, obteniendo una alta sensibilidad y selectividad que ha

permitido la determinacion de niveles de pg/g por debajo del limite establecido por la
directiva europea 2005/84/EC (0,1% en masa).
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