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A diverse array of synthetic organic compounds are used in vast quantities for a range
of purposes including the production and preservation of foods, industrial manufacturing
processes, as well as for human and animal healthcare. All these compounds are able to
reach the environment disturbing the natural composition of water, soil, air and also food

and thus, becoming environmental pollutants.

Environmental chemical pollutants can be classified according to different criteria.
Originally the attention has been focused on those chemical pollutants that have been
produced and released to the environment in huge quantities. This is for example the case
of pesticides. However, in the last decades, the attention has also been directed to other
type of pollutants described by the term “emerging pollutants” defined as compounds that
are not currently covered by existing regulations, have not been studied before, and are
thought to be potential threats to environmental ecosystems and human health safety.
They encompass a diverse group of compounds including drugs, personal-care products
(PCPs), steroids and hormones, surfactants, perfluorinated compounds (PFCs), flame

retardants, plastic additives, etc.

The way all these organic compounds enter the environment depends on their pattern
of usage and mode of application and once in the environment they can be widely
distributed at some time between their production and their use. Once released into the
environment, chemical pollutants are subject of processes that contribute to their
elimination and/or transformation. However, many of the cited pollutants are highly

hydrophobic and they easily bioaccumulate in the tissues and the organs of animals.

On the other hand, one of the most important challenges nowadays is food safety.
Chemical pollution is really close to this problem and the control of risks associated with
mixtures of contaminants in food is one of the main aims of science. Among the principal
groups of food contaminants, pesticides are one of the most important because of their

direct implication into food production, but the concern about other groups (i.e. PFCs,
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plasticizers employed in the food packaging, polychlorinated biphenyls (PCBs)) is

increasing every day.

Another fact that has to be considered when talking about chemical pollutants is
chirality. The phenomenon of molecular chirality was first observed in the middle of the
nineteenth century but until few decades ago this property has not been considered in
analytical chemistry although it has important implications in the toxicity, degradation,
and metabolism of the compounds. Although pure enantiomers of chiral compounds have
identical physical-chemical properties, their behavior in biochemical processes might be
strikingly different due to the existence of enantioselective interactions in these processes.

Different situations can occur:

a) The stereoisomers of chiral pollutants may have similar modes of action but
may differ in their affinity to a receptor, resulting in different reaction rates.

b) The inactive stereoisomer may act as a competitive antagonist in the case of
chiral drugs.

¢) Enantiomers may have opposite or different effects.

2

The toxicity of enantiomers may be different.

)
~

The persistence of enantiomers in the environment or in living organisms may

be different.

Due to all these reasons the role of chirality in environmental chemical pollution
cannot be underestimated making necessary to develop new analytical methodologies
able to distinguish between the enantiomers of a compound and to determine them

individually.

In this work, new analytical methodologies have been developed employing the main
separative techniques such as gas chromatography (GC), high performance liquid
chromatography (HPLC), and capillary electrophoresis (CE). The research work
performed can be divided in two main groups. In the first one, several innovative
methodologies enabling the enantiomeric separation and determination of pesticides

(including insecticides, fungicides and herbicides) and PCBs and their methyl sulfone
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metabolites have been developed employing different CE modes and nano-liquid
chromatography (nano-LC) in the first case, and GC in the second one. CE is gaining
special attention in the field of enantiomeric analysis because of its high efficiency and
resolution, short analysis times, and low solvent and reagent consumption being an
attractive alternative to decrease economical and environmental costs. In the second part
of this work, nonchiral analytical methodologies have been developed for the separation
and determination of phthalates, thyreostatic drugs and steroid hormones by CE and

HPLC.

The first CE method enabling the enantiomeric separation of the synthetic pyrethroid
insecticide cis-bifenthrin has been developed in this research work. After the study of the
influence of different chiral selectors and other experimental variables such as
temperature, voltage, and concentration of the pseudostationary phases on the
enantiomeric resolution, a separation methodology has been developed by electrokinetic
chromatography (EKC). The optimized conditions consisted of the use of two
pseudostationary phases, a chiral surfactant and a neutral cyclodextrin, and enabled the
separation of the enantiomers of cis-bifenthrin in less than 10 min and with a chiral
resolution of 2.8. The analytical characteristics of the developed methodology were
evaluated allowing its application to the quantitation of cis-bifenthrin in a polyvalent

commercial insecticide formulation.

An analytical methodology has also been developed by CE enabling the enantiomeric
separation of two amide fungicides (metalaxyl and benalaxyl). EKC mode with
cyclodextrins as chiral selectors was employed. The use of succinyl-y-ciclodextrin for
metalaxyl and  succinyl-B-cyclodextrin  for  benalaxyl dissolved in = 2-
morpholinoethanesulfonic acid buffer, enabled the separation of the enantiomers of
metalaxyl in 11.5 min with a resolution of 3.1 and of benalaxyl in 7.5 min with a resolution
close to 15. In addition, under the optimized conditions selected, the two enantiomers of
each of these compounds were also separated from folpet, very commonly present in
fungicide formulations containing metalaxyl or benalaxyl. The analytical characteristics of

the two developed methods were evaluated in terms of precision, linearity, selectivity,
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limits of detection and limits of quantitation showing their suitability for the
determination of these compounds in commercial agrochemical formulations. Finally, the
development of an in-capillary preconcentration strategy by “sample stacking” allowed
the detection of enantiomeric impurities up to 1.2% in commercial product labeled as

enantiomerically pure in metalaxyl-M.

Capillary electrochromatography (CEC) and nano-LC with packed capillary columns
have been considered very promising techniques for chiral separations. However, the
main drawback of these techniques is the low availability of chiral stationary phases
packed in capillary columns. In this work, two novel polysaccharide-based chiral
stationary phases, known as Sepapak-2 (cellulose tris(3-chloro-4-
methylphenylcarbamate)) and Sepapak-4 (cellulose tris(4-chloro-3-
methylphenylcarbamate)), have been evaluated for the first time for the chiral separation
of a group of 16 pesticides including herbicides, insecticides and fungicides. The
optimization of the mobile phase employed in nano-LC allowed the chiral separation of
seven pesticides on Sepapak-2 and of nine pesticides on Sepapak-4. Due to the fact that
Sepapak-4 gave better results, this column was selected to compare nano-LC and CEC
under the same experimental conditions. As expected, both the efficiency and the chiral
resolution obtained in CEC experiments were higher than those observed in nano-LC for
all the analyzed compounds. The CEC developed method was employed to carry out the
quantitation of metalaxyl and its enantiomeric impurity in a commercial fungicide
product marketed as enantiomerically pure and in soil and tap water samples spiked with
the commercial formulation. For this compound the analysis time was less than 15 min
and enantiomeric impurities of metalaxyl-M up to 0.6 % were detected. Both in
commercial formulations and in real environmental samples an enantiomeric impurity

close to 3.6% was determined.

The potential of three capillary columns based on -cyclodextrin has been evaluated
for the simultaneous enantiomeric separation of PCBs and their methyl sulfone
metabolites employing a heart-cut multidimensional GC system. Among the columns

investigated, the BGB-176SE capillary column provided the best results, allowing the
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simultaneous estereoselective resolution of six methyl sulfone metabolites and six chiral
polychlorinated biphenyls. This work constitutes the first methodology reporting the
simultaneous chiral separation of PCBs and their methyl sulfone metabolites. The
developed method was successfully applied to the determination of the enantiomeric
fractions of the twelve analytes in two fish oils and one cow liver sample commercially
available. The differences observed in the enantiomeric fractions of some of the
compounds showed the different metabolism and degradation behavior of

polychlorinated biphenyls and their metabolites in the analyzed samples.

A new CE method has been developed for the simultaneous separation of a group of
ten parent phthalates. The addition of different pseudostationary phases to the separation
media (bile salts and neutral cyclodextrins) enabled the total resolution of eight
compounds (Rs above 3.1) and the partial resolution of two of them (Rs 0.8), di-n-octyl
phthalate and diethyl hexyl phthalate, in only 12 min under the optimized cyclodextrin
modified micellar electrokinetic chromatography (CD-MEKC) conditions. The analytical
characteristics of the developed method were evaluated demonstrating its suitability for
the determination of these compounds in commercial perfumes and showing the presence

of these additives in eleven of the fifteen analyzed samples.

A new methodology for the determination of thyreostatic drugs have been developed
employing HPLC coupled to mass spectrometry with electrospray ionization source
(HPLC-ESI-QqQ). This methodology enabled the simultaneous determination of five
thyreostatic drugs (methyl thiouracil, propyl thiouracil, phenyl thiouracil, tapazole and
mercaptobenzimidazole) in very short analysis times (less than 6 min). Moreover, the
previous optimization of all the parameters of the triple quadrupole and the experiments
MS? acquired in multiple reaction monintoring mode, permitted the sensitive and
selective determination of the selected thyreostatics. The developed method was applied
to the analysis of different natural water samples collected in the Lazio region (Italy). This
is the first time that an aqueous matrix has been analyzed for determining thyreostatic
compounds. The attempts to extract the analytes from the water samples by solid phase

extraction did not gave satisfactory results due to their highly hydrophilic character. For
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this reason, evaporating the water samples before injecting them into the
chromatographic system was considered. The recoveries achieved by this pretreatment
were satisfactory and reproducible allowing the application of the methodology to the
quantification of the five thyreostatics in the selected waters. The results obtained showed
a clear anthropogenic effect because the drugs were only found in areas where there was

human activity or animal farms.

Finally, two mesoporous silica materials have been synthesized for their evaluation as
stationary phases in the extraction and preconcentration of steroid hormones in milk
samples and a new HPLC-UV method has been developed for monitoring the extraction
recoveries. The mesoporous materials have good properties to be employed as stationary
phases for sample treatment. Their controlled geometry, pore distribution and size, and
their high superficial area make them adequate materials for solid phase extraction (SPE)
procedures. The silicas known as SBA15 and SM, both of them functionalized with C18
groups have been synthesized in this work. After the characterization of the materials
employing elemental analysis, thermogravimetry, scanning electron microscopy,
transmission electron microscopy and adsorption-desorption isotherms, the two new
materials were evaluated as stationary phases in SPE experiments for the extraction of the
steroid hormones estrona, estradiol, estriol, ethynylestradiol, diethylstilbestrol,
testosterone and progesterone from cow milk samples. The extracts were analyzed by
HPLC-UV using the first methodology enabling the baseline separation of these seven
hormones developed in this work. Moreover, the results obtained were compared with
those obtained with some commercial SPE cartridges (HLB, HLB+NH>, C18, C18+NHD>).
From both mesoporous silicas, SBA15-C18 showed a big potential in the extraction of the
selected hormones enabling under the optimized conditions for this stationary phase
recoveries from 88 to 108 % except for estriol for which a recovery of 62 % was achieved.
These results constitute a significant improvement compared with those obtained with the

commercial cartridges.

In conclusion, this research work presents new chiral and nonchiral innovative

analytical methodologies enabling the separation and determination of a variety of

Vi
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chemical organic pollutants employing the main separative techniques. Different samples
have been analyzed including commercial agrochemical formulations, the most typical
environmental samples such as soil or water, foods and cosmetic products. All the
developed methodologies constitute a significant improvement compared with those
previously developed from the point of view of analysis times, chiral resolution and/or
number of compounds simultaneously analyzed. Moreover, some of the proposed
methodologies constitute the first approach enabling the determination of some of the
compounds investigated. Finally, the evaluation of two new different stationary phases in
CEC and nano-LC and two new mesoporous materials as stationary phases in SPE for the
extraction of organic pollutants was also carried out in this work with promising results in

both cases.
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Abreviaturas y Simbolos

ACN Acetonitrilo

Ac-p-CD Acetil-B-ciclodextrina

Ac-y-CD Acetil-y-ciclodextrina

APCI Ionizacién quimica a presién atmosférica

(Atmospheric Pressure Chemical lonization)

ASE Extraccion acelerada con disolventes (Accelerated Solvent Extraction)
BBP Butil bencil ftalato (Butyl Benzyl Phthalate)

BGE Disolucién electrolitica (Background Electrolite)

CD Ciclodextrina

CD-EKC Cromatografia electrocinética en presencia de ciclodextrinas

(Cycodextrin Electrokinetic Chromatography)

CD-MEKC Cromatografia electrocinética micelar en presencia de ciclodextrinas
(Cyclodextrin Micellar Electrokinetic Chromatography)

CE Electroforesis capilar (Capillary Electrophoresis)

Ce Collision Energy

CEC Electrocromatografia capilar (Capillary Electrochromatography)
CE-p-CD Carboxietil-B-ciclodextrina

CE-y-CD Carboxietil-y-ciclodextrina

CGE Electroforesis capilar en gel (Capillary Gel Electrophoresis)
CHES Acido 2-[N-ciclohexilamino]-etano sulfénico

CIEF Isoelectroenfoque capilar (Capillary Isoelectrofocusing)
CITP Isotacoforesis capilar (Capillary Isotacophoresis)

CMC Concentracién micelar critica

CM-p-CD Carboximetil-p-ciclodextrina

CM-y-CD Carboximetil-y-ciclodextrina

CTAB Bromuro de cetiltrimetilamonio (Cetyl Trimethylammonium Bromide)



Abreviaturas y Simbolos

CXP
CZE
DAD
DAP
DBP
DES
DCM
DCP
DDT
DEHP
DEP
DMP
DMSO
DM-$-CD
DNOP
DNPP
DP
DPP
El

E2

E3

EE2
e.e.
ECD

EF

Cell Exit Potential

Electroforesis capilar de zona (Capillary Zone Electrophoresis)
Detector de diodos en serie (Diode Array Detector)
Dialil ftalato (Diallyl Pthalate)

Dibutil ftalato (Dibutyl Phthalate)
Dietilestilbestrol

Diclorometanol

Dicliclohexil ftalato (Dicyclohexyl Phthalate)
para-Diclorodifeniltricloroetano

Dietil hexil ftalato (Diethyl Hexyl Phthalate)

Dietil ftalato (Diethyl Phthalate)

Dimetil ftalato (Dimethyl Phthalate)

Dimetil sulfoxido
(2,6-di-O-metil)-B-ciclodextrina

Dioctil ftalato (Dioctyl Phthalate)

Dipentil ftalato (Dipentyl Phthalate)

Declustering Potential

Dipropil ftalato (Dipropyl Phthalate)

Estrona

Estradiol

Estriol

Etinil estradiol

Exceso enantiomérico (Enantiomeric Excess)
Detector de captura electrénica (Electron Capture Detector)

Fraccion enantiomérica (Enantiomeric Fraction)



Abreviaturas y Simbolos

EKC
EOF
EP

EPA

ER
ESI

FAAS

FAO

FID

FT

GC

GCx GC
Heart-cut MDGC
HP-B-CD
HP-y-CD

HPLC

HS--CD
HS-y-CD
ICP

IS

IT

LC

LGso

LDso

Cromatografia electrocinética (Electrokinetic Chromatography)
Flujo electroosmético (Electroosmotic Flow)
Entrance Potential

Agencia de Proteccién del Medioambiente
(Environmental Protection Agency)

Relacién enantiomérica (Enantiomeric Relation)
Ionizaciéon por electrospray (Electrospray lonization)

Acumulacion de muestra por amplificacién de campo
(Field-Amplified Sample Stacking)

Food and Agriculture Organization

Detector de ionizacién de llama (Flame Ionization Detector)
Transformada de Fourier (Fourier Transform)

Cromatografia de gases (Gas Chromatography)

Cromatografia de gases en dos dimensiones

Cromatografia de gases multidimensional en su modo heart-cut
2-Hidroxipropil-p-ciclodextrina
2-Hidroxipropil-y-ciclodextrina

Cromatografia liquida de alta eficacia
(High Performance Liquid Chromatography)

B-Ciclodextrina sulfatada

y-Ciclodextrina sulfatada

Plasma de acoplamiento inductivo (Inductively Coupled Plasma)
Estandar interno (Internal Standard)

Trampa iénica (Ion Trap)

Cromatografia de liquidos (Liquid Chromatography)
Concentracion letal (Lethal Concentration)

Dosis letal (Lethal Dose)
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LIF

LLOQ
LOD
LOQ

LVSS

MASE

MALDI

MBI

MDGC

MEEKC
MEKC
MeOH
MES
MeSO,-PCB
Me-B-CD
Me-y-CD
MRM
MS
MS/MS
MSPD
MeTU

NACE

Detector de fluorescencia inducida por laser
(Laser Induced Fluorescence Detector)

Minimo limite de cuantificacién (Lower Limit of Quantitation)
Limite de deteccién (Limit of Detection)
Limite de cuantificacién (Limit of Quantitation)

Inyeccién por acumulacion de un gran volumen de muestra
(Large-Volume Sample Stacking)

Extraccion asistida por microondas (Microwave Assisted Solvent
Extraction)

Ionizacién y desorcion laser asistida por una matriz (Matrix Assisted
Laser Desorption and lonization)

Mercaptobencimidazol

Cromatografia de gases multidimensional (Multidimensional
Gas Chromatography)

Cromatografia electrocinética con microemulsiones (Microemulsion EKC)
Cromatografia electrocinética micelar (Micellar EKC)

Metanol

Acido 2-morfolino etano sulfénico

Metabolitos metilsulfonados de los PCBs

Metil-p-ciclodextrina

Metil-y-ciclodextrina

Monitorizacién de multiples reacciones (Multiple Reaction Monitoring)
Espectrometria de masas (Mass Spectrometry)

Espectrometria de masas en tindem

Dispersién de la matriz en fase sélida (Matrix Solid Phase Dispersion)
Metil tiuracilo

Electroforesis capilar en medio no acuoso
(Non Aqueous Capillary Electrophoresis)
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Nano-LC
NSS
OH-PCB
OMS
P

P123
PAH
PBB
PBDE
PCB
PCDD
PCDF
PCP
PFC
PFCA
PFOA
PFOS
PhTU
PIS
POP
PTU

PVC

QqQ
RLOD

Nano-cromatografia liquida

Inyeccion con acumulacién normal de muestra (Normal Sample Stacking)
Bifenilos policlorados hidroxilados

Organizacién Mundial de la Salud

Progesterona
Poli(etilenglicol)-poli(propilenglicol)-poli(etilenglicol)
Hidrocarburos policiclicos aromaticos (Polycyclic Aromatic Compounds)
Bifenilos polibromados (Polybrominated Byphenyls)

Eteres difenilicos polibromados (Polybrominated Diphenyl Ethers)
Bifenilos policlorados (Polychlorinated Biphenyls)
Policlorodibenzo-p-dioxinas

Policlorodibenzofuranos

Productos de cuidado personal (Personal Care Products)
Compuestos perfluorados (Perfluorinated Compounds)

Acido perfluorocarboxilico (Perfluorocarboxilic Acid)

Acido perfluorooctanico (Perfluoroctanic Acid)

Acido perfluorooctano sulfénico (Perfluoroctano Sulfonic Acid)
Fenil tiuracilo

Barrido de iones producto (Product Ion Scan)

Contaminante organico persistente (Persistent Organic Pollutant)
Propil tiuracilo

Cloruro de polivinilo (Polyvinyl Chloride)

Cuadrupolo (Quadrupole)

Triple cuadrupolo

Limite de deteccién relativo (Relative Limit of Detection)
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RSD
SC

SCN
SDC
SDS

SFC

SFE

SIM

SPE

SPME
SRM

STC
STDC
Succ-p-CD
Succ-y-CD
T

T3

T4

TAP
TBACI
TBBPA
TCD
TEOS

TIC

Desviacion estandar relativa (Relative Standard Deviation)
Colato sédico (Sodium Cholate)

Tiocianato

Deoxicolato sédico (Sodium Deoxycholate)

Dodecil sulfato s6dico (Sodium Dodecyl Sulfate)

Cromatografia de fluidos supercriticos
(Supercritical Fluid Chromatography)

Extraccion con fluidos supercriticos (Supercritical Fluid Extraction)

Monitorizacién de un ion seleccionado (Selected Ion Monitoring)
Extraccion en fase sélida (Solid Phase Extraction)

Microextraccion en fase sélida (Solid Phase Microextraction)
Monitorizacién de una reaccién selectiva (Selected Reaction Monitoring)
Taurocolato sédico (Sodium Taurocholate)

Taurodeoxicolato sédico (Sodium Taurodeoxycholate)
Succinil-p-ciclodextrina

Succinil-y-ciclodextrina

Testosterona

Triiodotironina

Tiroxina

Tapazol

Cloruro de tetrabutil amonio (Tetrabutyl Ammonium Chloride)
Tetrabromobisfenol-A

Detector de conductividad térmica (Termal Conductivity Detector)
Tetraetilortosilano

Total lon Chromatogram

\
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TM--CD
TOF

USEPA

UV-Vis

vOocC

SIMBOLOS
Ac
b

Ic

Sa
Sb

Wi

(2,3,6-tri-O-metil)-p-ciclodextrina
Tiempo de vuelo (Time of Flight)

Agencia de Proteccién del Medioambiente de los Estados Unidos
(Environmental Protection Agency of United States)

Ultravioleta-Visible

Compuestos organicos volatiles (Volatile Organic Compounds)

Area corregida

Pendiente de la recta de calibrado
Longitud de la columna cromatografica
Ntumero de platos tedricos

Resoluciéon

Error estandar de la ordenada en el origen
Error estandar de la pendiente

Anchura de pico a mitad de altura

Vil
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Introduccion

1.1 LA CONTAMINACION DEL MEDIOAMBIENTE

El crecimiento urbano e industrial de las dltimas décadas ha generado riqueza y
bienestar para las personas pero también se ha traducido en un aumento de
la contaminacién quimica. Asi, hoy en dia el agua y el suelo se han contaminado, la
calidad del aire se ha deteriorado, los residuos se han dispersado, los recursos de la tierra
se estdn agotando y la salud de la humanidad se est4 viendo afectada, y todo esto debido

a los efectos antropogénicos del hombre [1].

La contaminacién quimica empez6 a convertirse en un asunto preocupante para la
opinién publica tras la Segunda Guerra Mundial, después de que se hiciesen evidentes las
repercusiones de la lluvia radioactiva ocasionada por las guerras y ensayos nucleares. A
partir de este momento, la conciencia social en relacién a la contaminacién quimica
aumento, se crearon agencias de proteccion medioambiental en distintos paises y se
aprobaron las primeras leyes para su control y ademas, tuvieron lugar algunos sucesos
que ayudaron a despertar esa conciencia social. Por ejemplo, en la década de los 50 se
produjo la Gran Niebla de 1952, que se llevé la vida de unas 4.000 personas en Londres, lo
que motivé la creaciéon de una de las leyes modernas mas importantes sobre el
medioambiente: la Ley del Aire Limpio de 1956. Por otro lado en Estados Unidos en los
afios 1970, se aprobaron leyes como la Ley del Agua Limpia o la Ley de Politica Ambiental
de los Estados Unidos después de que tuvieran lugar sucesos como el vertido de bifenilos
policlorados (PCBs) en el rio Hudson o el de dioxinas en el barrio de Love Canal, cerca de

las Cataratas del Nidgara.

En general, todos los contaminantes quimicos pueden provocar un dafio de forma
inmediata o a corto plazo (intoxicacién aguda), o generar un dafio por una exposicion
prolongada (intoxicacién crénica). El mayor problema de los efectos de los contaminantes
quimicos es que, a veces, se sabe muy poco de sus consecuencias potenciales a largo
plazo. Ademas, hay que considerar que la mayoria de contaminantes quimicos producen

efectos perjudiciales en funcién de su concentracién, por lo que es importante no solo
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detectar su presencia sino también controlar el nivel de concentracién al que cada uno de
estos elementos y/o compuestos potencialmente peligrosos se encuentra en una muestra

medioambiental.

La ciencia en general y la quimica en particular desempefian un importante papel en la
consecuciéon de este objetivo. En concreto, la Quimica Analitica como “ciencia
metrolégica” desarrolla herramientas que hacen posible conocer la naturaleza y la
concentracion de los contaminantes en muestras ambientales siendo las técnicas modernas
de anélisis quimico esenciales para la quimica ambiental. En este sentido, la Quimica
Analitica se encuentra en un periodo de continua evolucién caracterizado por el
desarrollo de nuevas y mejores técnicas de analisis que permiten la detecciéon de niveles
de contaminantes cada vez mas bajos, el andlisis de muestras cada vez mas variadas,
diferentes y complejas y por tanto, un incremento notable del nimero de datos que es
posible obtener. En lo que se refiere a las distintas matrices medioambientales, no solo es
importante desarrollar métodos analiticos que faciliten el analisis de agua, aire y suelo,
sino también, métodos que nos permitan el andlisis de alimentos con el fin de garantizar
la seguridad de los mismos, de los productos pesticidas comerciales empleados para su
tratamiento con el fin de reducir el impacto negativo de éstos en el medioambiente o de
productos de uso cotidiano como son los cosméticos. A continuacién, se dara una breve
visiéon general de la problematica de la contaminacién ambiental en cada una de las

matrices medioambientales mencionadas.

I.1.1 La contaminacion del aire

La contaminacion del aire es un problema antiguo y muy extendido en el planeta. Esta
contaminaciéon varfa en una escala muy amplia, pudiendo considerarse desde la

contaminacion del aire en interiores hasta la contaminacién atmosférica global.
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Algunos de los contaminantes mas comunes del aire a nivel global consisten en gases
inorganicos como 6xidos de nitrégeno, 6xidos de azufre y 6xidos de carbono, vapores

organicos como los responsables del smog fotoquimico, o bien particulas atmosféricas.

Ciertos problemas resultantes de la contaminacién atmosférica son tan grandes que
pueden considerarse amenazas a la atmdsfera global y en los casos mas extremos, a la
vida en la Tierra tal como la conocemos. Las consecuencias mas importantes son el

calentamiento global, la lluvia acida o la destruccién de la capa de ozono [1].

En lo que se refiere a la contaminacion del aire a menor escala, es decir, la
contaminacién del aire en interiores o areas industriales pequenias, los contaminantes més
importantes son aquellos que se producen en la industria y en las actividades cotidianas,
como por ejemplo, los compuestos organicos volatiles (VOCs), los hidrocarburos

policiclicos aromaticos (PAHs), los PCBs, etc. [2, 3].

Por otro lado, la relacién que existe entre la exposicion a la contaminacion del aire y la
enfermedad no es sencilla de establecer ya que a veces no se conoce con exactitud. No
obstante, existen pruebas evidentes de que en general, la exposiciéon a elevadas
concentraciones de contaminantes del aire es peligrosa para los seres humanos y/o los
animales, especialmente porque a través del aire la toxicidad es directa y dificil de evitar.
Entre los efectos adversos mas comunes que causan los contaminantes que se encuentran
en el aire estan la bronquitis crénica, la irritacion de garganta, la tos, el asma o las alergias
y es por ello que la contaminacién que existe en el aire no puede ser subestimada, siendo

necesario controlar sus niveles.

1.1.2 La contaminacion del suelo

El suelo y las practicas agricolas estin estrechamente unidos a la calidad del
medioambiente. La agricultura, a pesar de ser necesaria para mantener las mas basicas
necesidades humanas, supone también uno de los mayores impactos sobre el mismo. En

este sentido, los plaguicidas o pesticidas son una parte esencial de este tipo de
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contaminacién. En los Estados Unidos, todos estos productos agricolas se regulan por la
Ley Federal de Insecticidas, Fungicidas y Rodenticidas (FIFRA) que fue aprobada por
primera vez en 1947 [4]. En el afio 1972 esta ley sufri6 una reforma que establecié que
todos los plaguicidas anteriores a ese afio pasaran un nuevo registro y desde entonces son
muchos los productos que se han retirado del mercado estadounidense [5]. En Espafa
también existe una amplia legislacién que regula el uso de los productos fitosanitarios.
Asi por ejemplo, se ha llevado a cabo una revisiéon exhaustiva de las cerca de 1000
sustancias que formaban parte de los plaguicidas existentes antes de 1983 y solamente 250
de ellos han pasado satisfactoriamente la evaluaciéon de riesgo realizada [6]. Sin embargo,
en paises con economias emergentes y que no poseen legislacion tan exigente, estos
productos siguen en uso y este hecho ha dado lugar también a un tréfico ilegal de estas
sustancias entre paises. A este hecho se une el uso de nuevos productos quimicos que se
han utilizado muchas veces sin las precauciones necesarias y que llegan al suelo en

concentraciones excesivas, pudiendo ser t6xicos para las plantas.

Sin embargo, ésta no es la tnica causa de contaminacién de los suelos. La cria de
animales puede tener también efectos ambientales negativos. Los farmacos que se agregan
a los piensos, asi como, el uso fraudulento de hormonas para el engorde rapido del animal

llegan mediante los excrementos al suelo [7].

A todo esto hay que sumar la contaminacién por metales pesados que se considera una
de las problematicas mas importantes en lo que a contaminacién del suelo se refiere [8].
Los elementos traza en los suelos pueden ser de origen geogénico o antropogénico. Los
elementos de origen geogénico proceden de la roca madre, de la actividad volcanica, o de
la lixivacién de los minerales. Los metales pesados antropogénicos provienen de residuos
peligrosos, que proceden de la actividad industrial, la mineria, la agricultura y de los

residuos sélidos urbanos [9].

La preocupacion por la contaminacién del suelo se debe principalmente a los riesgos
que puede tener esta sobre la salud, bien por contacto directo con el suelo contaminado,

con los vapores de los contaminantes, por la contaminacién secundaria en los suministros
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de agua dentro y bajo el suelo o a través de la ingesta de alimentos cultivados en estas
condiciones. Ademas, existen otro tipo de efectos también de gran importancia que son
los que afectan a la fertilidad del suelo, a la pérdida de nutrientes en el mismo o a la
contaminacién de las aguas subterraneas por lo que la adecuada conservacion del suelo y

el control de los contaminantes presentes en él es un tema de considerable relevancia.

I.1.3 La contaminacién del agua

El agua es un recurso natural escaso, indispensable para la vida humana y el
sostenimiento del medioambiente, que como consecuencia del rapido desarrollo humano
y econémico y del vertido masivo de sustancias quimicas al que se ha visto sometida, ha
sufrido un alarmante deterioro. Durante décadas, toneladas de sustancias biolégicamente
activas, sintetizadas para su uso en la agricultura, la industria, la medicina, etc., han sido
vertidas al medioambiente acuoso sin reparar en las posibles consecuencias posteriores
[10]. Estos compuestos incluyen aceites y grasas, hidrocarburos derivados del petréleo,

jabones y detergentes, pesticidas, metales pesados, asi como, diversos microorganismos

[11].

Las medidas legislativas que se han ido adoptando progresivamente para evitar la
contaminaciéon quimica del agua y los riesgos que se derivan de ella, han contribuido a
paliar parcialmente esta situaciéon. Desde la publicacién de la Ley de Aguas de 1985 son
muchas las normativas que se han desarrollado con el fin de proteger este medio [12]. Una
de las mas importantes es la Directiva 2000/60/CE también denominada Directiva Marco
del Agua [13], donde se especifican las medidas a tomar para conseguir la proteccién del
agua y la calidad quimica y ecolégica de ésta, tanto mediante la reduccién de la
contaminacion ya existente como mediante el cese de vertidos y emisiones. Sin embargo,
la creciente demanda de agua y el descubrimiento continuo de nuevos contaminantes
potencialmente peligrosos en la misma dejan clara la necesidad de seguir investigando en
todas aquellas dreas que puedan contribuir a proteger la salud humana y la del

medioambiente, conseguir un uso sostenible del agua y atenuar los efectos de las sequias.
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La aparicion de elementos no deseables o toxicos y la variacién en las concentraciones
de los constituyentes comunes, tiene su origen en el denominado "ciclo del agua". En
alguna parte de este ciclo, en el cual confluyen distintas matrices ambientales y
actividades humanas, es donde se produce la contaminacién del agua, o mejor dicho, la
alteracion de su calidad. De acuerdo con este ciclo, las principales vias de entrada de
contaminantes en el medioambiente acuético son las aguas residuales, entre las que se

incluyen las urbanas, las industriales y las de origen agricola o ganadero.

Los efectos que la contaminacién quimica del agua produce son multiples; entre los

mas importantes cabe destacar:

1. Accion téxica y cancerigena
2. Incidencia sobre la produccion de alimentos
3. Limitacion del uso del agua con fines recreativos

4. Reduccién de las posibilidades de su uso industrial y agropecuario.

Todos estos riesgos originados por la contaminacién del agua son dificiles de evaluar,
ya que muchas veces las dosis tdxicas sobre las cuales se trabaja son muy pequefias y en la

mayoria de los casos se observa la presencia simultdnea de diversos contaminantes [14].

1.1.4 La contaminacidén alimentaria

A comienzos del siglo XXI, la seguridad de los alimentos que consumimos se ha
convertido en una prioridad fundamental tanto para los consumidores como para los
organismos publicos. Las recientes crisis (enfermedad de las vacas locas, la contaminacién
de carne de ave con dioxinas en Bélgica, el elevado contenido de benzopireno en aceites
de orujo de oliva espafioles, etc.), han acrecentado la sensibilidad del publico a las

cuestiones alimentarias, que nunca ha sido tan importante en Europa como ahora.

Todas estas situaciones actuales, en las que se ve comprometida la salud de los
consumidores, exigen un mayor control de los alimentos, pero también han dado lugar a

nuevos sistemas de produccién, nuevas tecnologias y nuevos habitos alimentarios, por lo
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que hemos pasado de los riesgos clasicos en la alimentacién como por ejemplo, la
contaminacién por microorganismos comunes que ya cuentan con un historial riesgo-
control especifico, a las actualmente denominadas enfermedades emergentes dentro del
ambito alimentario. Ademads, las citadas crisis han hecho aflorar algunas lagunas de la
legislacién alimentaria y han hecho tomar conciencia de la necesidad de reorientar dicha

legislacién hacia una politica mas dirigida a la vigilancia [15].

La Food and Agriculture Organization (FAO) y la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) definen el concepto de “seguridad alimentaria” como “el acceso fisico y econémico
de todas las personas y en todo momento a suficientes alimentos inocuos y nutritivos para
satisfacer sus necesidades alimenticias y sus preferencias en cuanto a alimentacién para
llevar una vida activa y sana”[16]. En los paises industrializados donde el acceso a una
cantidad suficiente de alimentos parece garantizado, es el aspecto relativo a
la inocuidad de los alimentos el que mas preocupa, es decir, debe garantizarse que los

alimentos una vez ingeridos no produzcan dafio alguno a quien los consume.

Para garantizar la seguridad alimentaria las medidas deben basarse en un
planteamiento integrado de la cadena alimentaria, es decir, un control que abarque todas
las etapas del proceso productivo y procesado de los alimentos, desde la fase primaria
hasta el momento en que llegan a la mesa del consumidor, puesto que todas ellas son

determinantes de la calidad del producto alimenticio final.

La contaminacién de los alimentos puede ser de dos tipos: contaminacién bidtica
(producida por bacterias) y contaminacién abiética (derivada de la presencia de sustancias
quimicas y/o sus metabolitos) dentro de la cual se encuentran contaminantes como
compuestos perfluorados (PFCs), bifenilos polibromados (PBBs), aditivos alimentarios,

pesticidas, residuos farmacetticos y nanomateriales [17].

Una fuente importante de residuos y contaminantes quimicos en los alimentos es
la contaminacién ambiental. En efecto, el precio pagado por la explotacion intensiva del
suelo y por la produccién industrial es la contaminacién del medioambiente que

contribuye de forma importante a la presencia de contaminantes quimicos en los



Introduccion

alimentos, desde su lugar de produccién hasta la mesa del consumidor. En este grupo de
residuos se incluyen los pesticidas organoclorados, los PCBs, los metales pesados y las

dioxinas, entre otros.

Finalmente, la transformacién industrial de los alimentos (obtencién, procesado y
conservaciéon) debe ser controlada de forma estricta de manera que se asegure la
inocuidad de los productos procesados. Las principales fuentes de contaminacion en este
sentido son los efluentes y las aguas; los equipos, utensilios y superficies de trabajo; los

ingredientes y aditivos; los procesos tecnolégicos y los envases y embalajes.

Por todo ello, es necesario controlar esta contaminacién quimica y reducirla hasta
obtener concentraciones de residuos lo mas bajas posibles. De hecho, actualmente el
control de dicha contaminacién es uno de los problemas principales que se le presenta a la
humanidad, junto con una produccién agroalimentaria suficiente y la bdsqueda de

nuevas fuentes energéticas.

1.2 IMPORTANCIA DE LA QUIRALIDAD EN EL MEDIOAMBIENTE

I.2.1 La quiralidad

Dos compuestos son estereoisémeros cuando tienen la misma composiciéon atémica y
la misma conectividad entre sus atomos pero se diferencian en la forma en que sus atomos
o grupos de atomos se disponen en el espacio, es decir, poseen diferente estructura
tridimensional. Dentro de los esteroisomeros se incluyen los enantiémeros y los

diastereoisémeros.

Los compuestos para los que las distancias interatémicas coinciden, pero cuyos
elementos estan colocados en una secuencia diferente respecto a un elemento central, se
denominan enantiémeros. Los enantiémeros constituyen imagenes especulares no
superponibles (Figura I.1), como ocurre con las manos, y a esa propiedad de un

compuesto de ser no superponible a su imagen en el espejo se le denomina quiralidad
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(que proviene de la palabra griega “quiros” que significa mano). Para que se dé este tipo
de quiralidad tiene que haber en la molécula centros estereogénicos o centros quirales, es
decir, 4&tomos que presentan cada uno de sus enlaces dirigidos hacia un grupo diferente.
Es lo que ocurre con los carbonos asimétricos, que estin unidos a cuatro grupos

diferentes.

Figura I.1. Comparacion entre una molécula que presenta quiralidad y las manos.

Los enantiémeros que se caracterizan por poder interconvertirse, es decir, modificar su
orientacion espacial para convertirse en otro isémero de la misma molécula por rotacién
en torno a enlaces simples, se llaman atropoisémeros o isémeros conformacionales. La
isomeria conformacional es otro tipo de quiralidad ya que por impedimentos en la
rotaciéon se generan dos conformaciones diferentes que son imagenes especulares no

superponibles.

El ntiimero de enantiémeros de un compuesto puede calcularse utilizando la regla 2»,
donde n es el nimero de centros quirales de la molécula [18]. Conocer la configuracién

absoluta de los enantiémeros implica conocer exactamente la disposicion de los grupos
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alrededor de un centro estereogénico. Esa configuracion, se designa como R o S segtn el

método de Cahn-Ingold-Prelog [19].

Los estereoisémeros que puedan distinguirse entre si por la diferente distancia entre
alguno de los 4tomos o grupos de atomos, reciben el nombre de diastereoisémeros.
Pertenecen a este grupo compuestos con mas de un centro estereogénico, de los cuales
algunos presentan la misma configuracién y otros la opuesta. Este es el caso por ejemplo
de ciertos alquenos y compuestos ciclicos llamados isémeros cis-trans. Ningin compuesto

incluido en un grupo de diastereoisémeros es la imagen especular de otro de dicho grupo

[20].

La diferencia entre un enantiémero y un diastereoisémero tiene implicaciones cruciales
desde el punto de vista quimico. Los diastereoisémeros tienen propiedades fisico-
quimicas diferentes (punto de fusién, momento dipolar, espectro de resonancia magnética
nuclear, comportamiento cromatografico y de cristalizacién) y diferente reactividad
quimica. Sin embargo, los enantiémeros presentan las mismas propiedades fisico-
quimicas y s6lo se comportan de manera diferente en un entorno quiral. La luz polarizada
puede considerarse un entorno quiral, por lo que puede emplearse para diferenciar dos
enantiémeros entre si, ya que ambos desvian el plano de la luz polarizada en sentido
opuesto. El signo de la rotacién del plano de luz polarizada se describe mediante los
términos dextrorrotatorio (d,+) y levorrotatorio (1,-), dependiendo de si la desviacién ocurre
en el sentido de las agujas del reloj o en sentido contrario, respectivamente. Hay que
destacar que no existe relaciéon entre el signo de la rotacién y la secuencia de los

sustituyentes, por lo que existen compuestos (R,+), (R,-), (5,+) y (5,-).

Finalmente, indicar que se denomina mezcla racémica o racemato a la mezcla de dos
enantidémeros en proporciones equimoleculares, y que por lo tanto es opticamente

inactiva.
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1.2.2 Interés de la determinacion enantiomérica de contaminantes ambientales

El impacto de la quiralidad de los contaminantes ambientales es un &rea de
investigacién en crecimiento en el campo de la Quimica Analitica. La principal razén es
que muchos de los contaminantes quimicos de interés medioambiental son quirales, este
es el caso por ejemplo de los productos agroquimicos, para los cuales el 25 % de los
principios activos empleados poseen al menos un centro quiral [21]. Sin embargo, hasta
ahora la estereoisomerfa de los contaminantes quimicos no ha recibido demasiada
atencion a pesar de la diferencia toxicolégica que pueden presentar los enantiémeros,

asumiendo que ambos isémeros tienen idéntico comportamiento medioambiental.

Como se ha expuesto anteriormente, los enantiémeros de un compuesto quiral a pesar
de tener propiedades fisico-quimicas idénticas, se comportan de forma completamente
diferente en un entorno quiral. Asi, mientras que los procesos medioambientales abiéticos
afectan exactamente de la misma manera a los enantidmeros, en los sistemas vivos todos
los receptores de la maquinaria celular poseen una configuraciéon definida [22], de manera
que las interacciones biolégicas que se producen en el organismo, la forma de metabolizar
y excretar estos compuestos e incluso la toxicidad son diferentes para cada uno de los
enantiémeros de un mismo compuesto [23]. Del mismo modo, la presencia de
microorganismos en el medioambiente es la responsable de la degradacion
enantioselectiva que se observa para muchos de estos compuestos. De esta manera,
mediante la determinacién de cada uno de los enantiémeros de forma individual se
pueden trazar patrones de actividad bioquimica de estos contaminantes. Por todo ello, la
quiralidad tiene una fuerte repercusiéon en campos de interés cientifico y social tales como

el medioambiente.

En general, la importancia del analisis quiral de los contaminantes quimicos se debe

principalmente a los siguientes motivos:

» Aproximadamente el 25 % de los productos agroquimicos son quirales y para

muchos de ellos solamente uno de los enantiémeros es activo. Ademas,
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muchas veces el enantiémero no activo resulta ser téxico para los organismos

no-diana.

> El uso de racematos en los que solamente uno de los enantiémeros es activo,
supone la emisién al medioambiente de una mayor cantidad del mismo para

obtener los mismos resultados.

> La mayoria de los procesos bioquimicos en la naturaleza son

estereoespecificos.

» Los enantidmeros de los contaminates quimicos poseen frecuentemente
diferentes actividades toxicolégicas y bioldgicas y por ello, el metabolismo y
excrecion de los mismos es diverso. La evaluacion de la toxicidad real de las

muestras ambientales implica conocer el contenido de cada enantiémero.

Hasta hace relativamente poco tiempo el andlisis de contaminantes ambientales no
tenia en cuenta la quiralidad de los mismos. Como resultado de esta falta de informacién
las medidas de ecotoxicidad, biodisponibilidad y acumulacién realizadas serian
inadecuadas. En efecto, supongamos que un compuesto dado posee dos enantiémeros y
que aquel que es més téxico se degrada mucho mas rapido que el menos téxico. Si no se
tiene en cuenta su quiralidad y se realizan las medidas para el conjunto de los dos
enantiémeros sin ningtn tipo de distincién, se estaria sobreestimando la ecotoxicidad del

compuesto [24].

El movimiento en la biosfera de los contaminantes quirales y sus residuos puede ser
tratado a través de determinaciones de excesos enantioméricos (e.e). Los fendmenos de
transporte habituales (volatilizacién, lixiviacién, deposiciéon atmosférica) no alteran el e.e.;
sin embargo, como se ha comentado, el metabolismo de los pesticidas por parte de
microorganismos y enzimas en animales superiores si lo altera. Por tanto, la

determinacién del e.e indica la degradaciéon biolégica de estos productos y puede
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informar sobre el origen de los pesticidas. También se pueden emplear con este fin los
pardmetros de relacién enantiomérica (ER) y fraccién enantiomérica (EF), que en general
son los mas wutilizados para expresar degradaciones enantioselectivas o

enantiomerizaciones en el medioambiente [25].

ee (%)= L"’i;a] x 100 0 ee(%)= ':Lf];[[i} x 100
R £
ER:E o ER——R
R £
e 0 FF=—

Siendo [R] y [S] las concentraciones de cada enantiémero en la mezcla y R y S las senales
instrumentales (areas en el caso de la cromatografia y de la electroforesis) obtenidas para

cada enantiémero.

Dentro de los contaminantes quimicos que se conocen hoy en dia existen muchos
grupos que presentan quiralidad. Como ejemplo representativo cabe destacar, los ya
mencionados pesticidas o agroquimicos en los que para muchos de ellos la actividad
pesticida reside generalmente en uno solo de los enantiémeros, por lo que el empleo de la
mezcla racémica supondria la emisién al medioambiente de mas producto del necesario
para obtener el mismo resultado [26]. Otro grupo de contaminantes quimicos que
presentan quiralidad son los PCBs. En este caso, se han encontrado para muchos de ellos

evidencias de diferente interaccién enzimatica y acumulacién segtin el enantiémero [27].

Por todo lo expuesto, la importancia de la quiralidad en el medioambiente no puede
ser subestimada. Ademads, a la necesidad de sintetizar compuestos enantioméricamente
puros, se une la de desarrollar técnicas analiticas de separacién y determinacién quirales

que permitan controlar los procesos de produccién de dichos compuestos. Este hecho, esta
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reconocido por las agencias regulatorias que cada vez son madas conscientes de la
importancia de la quiralidad y por ejemplo, piden mas informacién sobre la composicién
quiral de los nuevos productos y exigen la sintesis de compuestos agroquimicos
enantioméricamente puros [28, 29]. En efecto, la OMS recomienda que se fomente el uso
de enantiémeros puros activos y que se tolere el uso de compuestos racémicos solamente
cuando los estudios farmacocinéticos, toxicologicos y ambientales indiquen que el
ingrediente activo no contiene impureza isomérica y no causa mas efectos secundarios
adversos que el enantiémero puro. Asimismo, exige que los estudios toxicolégicos de los

principios activos se realicen con los enantiémeros individuales.

1.3 CONTAMINANTES QUIMICOS

Los avances cientificos y tecnolégicos han hecho que hoy en dia existan productos que
hacen que nuestra vida sea mas sencilla y confortable. Sin embargo, este hecho, también
ha propiciado el desarrollo de compuestos quimicos que a pesar de que ofrecen beneficios
en distintos ambitos, también podrian ser potencialmente t6xicos. Todos estos compuestos
considerados contaminantes quimicos llegan al medioambiente de distintas formas, segin
sea su modo de aplicacién o uso, y una vez alli se distribuyen y llegan a los seres vivos.
Ademas su persistencia, bioacumulacién y transformacién van a ser factores a tener muy
en cuenta, ya que muchos de ellos son resistentes a la degradacién fotoquimica y biolégica

y tienen tendencia a acumularse en los tejidos animales [30].

En cuanto a sus efectos sobre la salud, se ha observado que la exposicién a estos
contaminantes ambientales influye de manera significativa, en muchos casos incluso en
mayor medida que la genética [31]. Asi, mientras que la genética define el genotipo de un
individuo, es decir, la informacién genética de los organismos, el ambiente quimico al que
se ve expuesto éste, define y moldea las caracteristicas del organismo, es decir, su
fenotipo. De este modo, al igual que existen nutrientes esenciales para el desarrollo y

maduraciéon de los organismos, también influyen de manera sustancial en dicho
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desarrollo todos aquellos contaminantes, tanto naturales como sintéticos, que estan

presentes en el medioambiente [32].

Tradicionalmente, la atencién prestada a la contaminacién quimica se ha centrado en
los contaminantes més convencionales, es decir, aquellos que se encuentran maés
regulados debido al gran volumen en el que son emitidos. Sin embargo, hay que destacar
que existe otro gran grupo de contaminantes quimicos, que a pesar de no estar presentes
en el medioambiente en concentraciones elevadas, tienen efectos dafiinos sobre el mismo
y sobre la salud de los seres vivos. Estos contaminantes se engloban dentro de los
denominados “contaminantes emergentes”, término que hace referencia a todos aquellos
contaminantes que no estan actualmente regulados por la legislacion en su totalidad, ya
que aun no han sido especialmente estudiados, pero que pueden ser candidatos a una
regulaciéon futura ya que se cree o se intuye que puedan ser potencialmente dafinos desde

el punto de vista medioambiental o de la salud [14].

De este modo, dentro de los contaminantes ambientales podemos encontrar diversos
grupos entre los que cabe destacar los farmacos, los productos de cuidado personal, las
drogas de abuso, los esteroides y las hormonas en general, los tensioactivos, los
compuestos perfluorados, los retardantes de llama bromados, los compuestos
organoclorados, los plastificantes y aditivos, los hidrocarburos policiclicos aromaticos y

los pesticidas y sus metabolitos [14].
A continuacién, se presentara una breve descripcién de cada uno de los grupos de
contaminantes quimicos mencionados.

I.3.1 Contaminantes quimicos mas destacados

Aunque como se acaba de comentar, existen infinidad de contaminantes quimicos,
tradicionalmente se ha prestado mayor atencién a aquellos compuestos mas empleados
por el hombre o a aquellos que se producen a través de procesos industriales, como es el

caso de los compuestos organoclorados o de los pesticidas. Sin embargo, existe otro gran
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grupo de contaminantes quimicos que han despertado un reciente interés, dentro de los
cuales estan por ejemplo las drogas de abuso, los productos de cuidado personal o los
esteroides. En este apartado se pretende dar una breve vision general de aquellos
contaminantes quimicos que hoy en dia presentan un mayor interés, asi como, de las

razones por las que se consideran contaminantes quimicos.

» Fdrmacos de uso humano y veterinario

En la actualidad existen multitud de farmacos de uso humano y animal. Segun el
cédigo ATC o Sistema de Clasificacion Anatémica, Terapéutica y Quimica, que es el
sistema de clasificacién para los farmacos que sigue la OMS y el aceptado en Europa, los
farmacos se clasifican en base a cinco niveles: 1) nivel anatémico, 2) subgrupo terapéutico
principal, 3) subgrupo terapéutico farmacoldgico, 4) subgrupo quimico y 5) principio
activo. Cada uno de estos niveles proporciona a un farmaco concreto una cifra o una letra
de tal forma que se crea un cédigo para cada farmaco [33]. Segun el grupo terapéutico, la
clasificacién de los farmacos es muy amplia; sin embargo, destacan los més consumidos a
nivel mundial, como por ejemplo los analgésicos/antiinflamatorios como el ibuprofeno y
el diclofenaco, los antiepilépticos como la carbamacepina, los antibiéticos como la
amoxicilina y los p-bloqueantes como el metoprolol [34]. A éstos, hay que afiadir los

utilizados en veterinaria, la acuicultura, la ganaderia o la avicultura.

Los farmacos han sido desarrollados para producir algin tipo de efecto biolégico y por
ello sus residuos en el medioambiente pueden causar diferentes efectos ecot6xicos. Estos
compuestos llegan muy facilmente a las aguas una vez excretados, por lo que suponen un
grupo de contaminantes ambientales muy importante [35]. Han sido encontrados en todo
tipo de aguas naturales en concentraciones que van desde el nivel de trazas hasta los ppb,
pero su elevada persistencia ha hecho que sea uno de los grupos de contaminantes
quimicos mas estudiados en los tltimos afios en todo tipo de muestras medioambientales
[36-38]. Los farmacos que se han detectado en mayor medida en el medioambiente,

incluyen analgésicos/antiinflamatorios, antibiéticos, antiepilépticos, p-bloqueantes,
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reguladores del colesterol, medios de contraste, broncodilatadores, tranquilizantes y

anticonceptivos hormonales [39]. La Figura 1.2 muestra a modo de ejemplo la estructura

de algunos farmacos pertenecientes a estos grupos.
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Figura I.2. Estructura de los firmacos mas comunes en las muestras medioambientales.

Las concentraciones a las que se han encontrado estos compuestos en aguas

superficiales y/o subterrdneas se sittian en el rango de los ng/L o pg/L, mientras que en

suelos y sedimentos se alcanzan concentraciones de hasta el g/Kg [39, 40].

Por otro lado, los farmacos empleados para el ganado, ademds de ser muy utilizados

con fines terapéuticos, son a veces administrados al mismo de forma ilicita y con una
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finalidad muy diferente. Este es por ejemplo el caso de los farmacos tireostaticos, que se
han estudiado en este trabajo, o de las hormonas esteroideas derivadas del cortisol, cuyas
estructuras se muestran en la Figura I1.3. En general, estos compuestos se afiaden a los
piensos o a los pastos disueltos en agua por lo que contaminan el suelo y las aguas
subterraneas de forma directa. Con fines no terapéuticos se emplean para el engorde del
ganado, lo que supone un fraude para el consumidor y un peligro para la salud. En este
sentido por ejemplo, la Unién Europea regula el uso de farmacos de uso veterinario
mediante la normativa 2377/90/CE [41]. Por todos estos motivos es necesario desarrollar

nuevos métodos que permitan la determinacion de estos contaminantes quimicos.

HO
? HG OH
[J\NH
/g
N s
H
HO
Tireostatico Hormona esteroidea
(Tiuracilo) (Estriol)

Figura I.3. Estructura del tiuracilo (farmaco tireostatico) y el estriol (hormona esteroidea)

empleadas en la cria del ganado.

Decir que en la actualidad, los grupos de farmacos que se consideran mas peligrosos y

demandan investigacion son:

1) Los antibidticos, para los que cabe la posibilidad de que se desarrollen cepas
resistentes que hagan que pierdan su eficacia.

2) Los medios de contraste, especialmente de rayos X, que son muy persistentes y no
son eliminados facilmente de las muestras medioambientales.

3) Los farmacos empleados en el tratamiento del cancer, como por ejemplo los

citostaticos.
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4) Los estrégenos empleados como anticonceptivos (véase el apartado de las

hormonas).
» Productos de cuidado personal

Dentro de los productos de cuidado personal (PCPs) se engloban todos aquellos
productos que se usan para el tratamiento interno (p.e. suplementos alimenticios) y
externo del cuerpo humano, animales domésticos o plantas de uso no terapéutico [32] y
que pueden incluir una gran variedad de productos tales como fragancias, cremas solares,
etc. La mayoria de estos productos contienen compuestos altamente bioactivos, polares,
Opticamente activos y que se encuentran en las muestras medioambientales en muy bajas
concentraciones [32]. La Figura I.4 muestra a modo de ejemplo, la estructura de algunos
de los compuestos que se encuentran con mayor frecuencia en este tipo de productos
comerciales, como agentes limpiadores, cosméticos, solubilizantes, colorantes,
espumantes, etc. Muchos de ellos pueden provocar alergias, migrafias e irritaciones

neurolodgicas [42].
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Figura I.4. Estructura de algunos de los aditivos mas empleados en productos de cuidado

personal.
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De ellos, unos de los que han suscitado mayor polémica en cuanto a su seguridad son
los almizcles sintéticos. Los almizcles son una familia de compuestos empleados como
fijadores de fragancias en productos cosméticos y de uso doméstico. A pesar de que
originariamente se empleaban almizcles naturales con este fin, éstos fueron reemplazados
por almizcles sintéticos conocidos como almizcles policiclicos [33, 43]. En este sentido y
debido a que se ha demostrado que los almizcles sintéticos son bioacumulativos, se
consideran contaminantes emergentes y de hecho se ha establecido una concentracién

maxima permitida en productos cosméticos para algunos de estos compuestos [44].

Otros compuestos como los filtros ultravioleta han despertado el interés de los
cientificos debido a su comportamiento como disruptores endocrinos, sus efectos

estrogénicos [45] y su toxicidad hacia diversos organismos y especies animales [46, 47].

Al igual que los almizcles sintéticos y los filtros ultravioleta existen otros compuestos
como los parabenos o los ftalatos (estos tltimos han sido estudiados en este trabajo) que
se emplean en productos cosméticos a pesar de que su seguridad no se ha establecido [48].
En efecto, no todos los compuestos de este tipo estdn contemplados en la legislacion
porque atin no hay evidencias suficientes de su toxicidad o nocividad hacia los seres vivos
y el medioambiente; sin embargo, es necesario desarrollar métodos de andlisis que
permitan su determinacién en diversas matrices debido a los riesgos potenciales que
puedan presentar y a la necesidad de establecer los niveles en los que se encuentran

presentes.

> Drogas de abuso

Muchas de las sustancias que producen adicciones en el ser humano, como el alcohol,
ciertos hongos alucinégenos, resinas de plantas, etc., han sido empleadas desde hace miles
de afios por la humanidad con diversos fines. En la actualidad se encuentran disponibles
en el mercado una enorme variedad de drogas de abuso, puesto que a las ya mencionadas
se les unen otras muchas de origen sintético. La Tabla I.1 muestra los principales grupos

de drogas de abuso y ejemplos representativos de cada uno.
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Tabla L.1. Principales grupos de drogas de abuso y ejemplos representativos.

Grupo Ejemplos Origen Ejemplo estructural
Cocaina Natural Q CHs
Anfetaminas Sintético H;;{:—Nw_)k 0
Psicoestimulantes Cafeina Natural )—\/O
Nicotina Natural o
Extasis Sintético Cocaina
Fitocannabinoides Natural
Cannabinoides o
Endocannabinoides Natural
Opio Natural
Morfina Natural
Ovioid Heroina Semisintético
proides Codeina Natural
Metadona Sintético )
Morfina
Alcohol Etanol Natural H;C ”’;F\OH
Etanol
CHy OH  CHs
P Derivados del . .
§ & H,;C CH
Barbittricos 4cido barbittrico Sintético 3 3
Propofol
LSD Semisintético
Alucindégenos i
Mescalina Natural
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La presencia de drogas de uso ilicito en el medioambiente constituye un problema
importante en la actualidad. En efecto, hoy en dia el consumo de drogas de abuso como
anfetaminas, metanfetaminas o cocaina, se puede casi comparar al de los farmacos de uso
terapéutico y por tanto, no es de extrafiar que al igual que sucede con estos ultimos, la
presencia de drogas ilicitas en el medioambiente sea cada vez mas notable. Estas drogas
son excretadas en la orina, por lo que la matriz en la que es mas facil encontrarlas es en las
aguas naturales y como consecuencia, afectan a los arboles circundantes y a los peces que
habitan en ellas. Existen en la bibliografia diversos trabajos en los que se describe la
presencia de este tipo de sustancias en aguas naturales, incluso en aquellas aguas que han
sido previamente tratadas en plantas de tratamiento [49-51]. Ademas, muchas de estas
drogas ilicitas no sufren degradaciéon y permanecen en las aguas, lo que supone un riesgo
para la salud humana [52]. Estudios realizados en Espafia han demostrado la presencia de
dichos compuestos en aguas subterraneas, especialmente para metadona y cocaina para

las que se llegaron a detectar niveles entre 68 y 60 ng/L, respectivamente [53].

» Hormonas

Las hormonas son sustancias secretadas por las células localizadas en glandulas de
secrecion interna o glandulas endocrinas y también por células epiteliales e intersticiales
cuyo fin principal es el de afectar a la funcién de otras células. Son vitales en los seres
vivos ya que controlan la mayoria de las funciones corporales. Existen multitud de
hormonas, tanto de origen natural como sintético y en general se clasifican segtn su
estructura quimica en tres grupos diferentes: 1) derivadas de aminoécidos, 2) peptidicas y
3) lipidicas y dentro de esta clasificacién inicial se incluyen varios subgrupos. La Tabla 1.2
muestra algunos ejemplos representativos de cada uno de los grupos de hormonas

mencionado.
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Tabla L2. Clasificaciéon de las hormonas segin su estructura quimica y ejemplos

representativos.
Tipo Grupos Ejemplos concretos Ejemplo estructural
Derivadas de
Catecolaminas ; OH
aminodcidos o . . Adrenahn? HO
o Triptaminas Noradrenalina
aminoacidos . . . HN
. Histaminas Dopamina HO “CHs
modificados .
Dopamina
Hormona antidiurética
Oxitocina
Peptidicas Polipeptidos
p pep Somatostatina
Encefalina
Oxitocina
Estriol
Lipidi Esteroides Dietilestilbestrol
ipidicas . . .
Eicosanoides Cortisol
Testosterona

Las hormonas naturales y sus analogos sintéticos, como por ejemplo aquellas
empleadas con fines anticonceptivos, se han encontrado con frecuencia en el medio
acuatico como resultado de un ineficiente proceso de eliminacién en las plantas de
tratamiento de aguas. Aunque sus concentraciones se encuentran a nivel de los ng/L, esas
concentraciones son suficientes para inducir efectos estrogénicos y alterar los procesos de

reproduccién de los seres vivos [54]

De todo este grupo de compuestos, las hormonas esteroideas son las que mayor interés
han suscitado. Son moléculas derivadas del colesterol o algiin otro tipo de esterol y son las

encargadas de controlar la reproduccion y el desarrollo de los seres vivos [55]. Las
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hormonas esteroideas pueden pertenecer a distintos grupos, siendo los mas importantes
los andrégenos, estrégenos, progestdgenos, glucocorticoides, mineralcorticoides y
derivados de la vitamina D. A pesar de que muchas hormonas esteroideas se encuentran
de forma natural en los distintos organismos, otras muchas son consideradas
contaminantes exdégenos y se ha demostrado su comportamiento como disruptores
endocrinos [56, 57]. Ademads, al igual que los farmacos tireostéticos, estas hormonas se
emplean de forma fraudulenta como promotores del crecimiento en la crfa de ganado
obteniéndose un aumento rapido del peso del animal como resultado de la retencion
hidrica [58]. De este modo, se vende agua a precio de carne lo que supone un fraude
ademas de un riesgo para la salud del consumidor por la posible ingesta de hormonas a

través de la carne.

» Tensioactivos

Los tensioactivos o surfactantes son un grupo de sustancias que se encuentran en los
productos de limpieza debido fundamentalmente a sus propiedades solubilizantes. Son
empleados masivamente en productos para la limpieza del hogar, productos de higiene
personal, industria textil, industria papelera, etc. Por ello, su presencia en el
medioambiente es mas que evidente ya que después de su uso llegan a las aguas

facilmente.

Los tensioactivos estan constituidos por un grupo polar y una cadena hidrocarbonada
de caracter no polar altamente hidrofébica, de modo que en su molécula se combinan
propiedades hidrofébicas e hidrofilicas. Segtin la naturaleza del grupo polar se pueden
clasificar en tensioactivos aniénicos, catiénicos, neutros y zwitteriénicos. La Tabla 1.3

muestra a modo de ejemplo, algunos tensioactivos empleados en productos de limpieza.
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Tabla L.3. Ejemplos de tensioactivos habitualmente empleados en productos de limpieza y

por tanto comtinmente encontrados en muestras medioambientales.

Naturaleza
del Ejemplo Estructura
tensioactivo
o} /O
\\S(
O'Na"

e Dodecil benceno
Aniodnico _ HyC
sulfonato de sodio

CHjy
Bromuro de hexadecil HaC™ N TN N NN N O

Catidénico . . ) A
trimetilamonio H,C Br
CH,
e e e . CH
Zwitteriénico Alquil dimetil betaina (CH N ,!f/ :
HsC CH,C00"

No iénico Nonil fenoles etoxilados
H3C—(CHy)g (O\CHZCHz)n
OH

Cuando se encuentran en un medio acuoso por encima de una concentracién dada
(concentracién micelar critica, CMC), las moléculas de tensioactivo se agrupan de tal
modo que la parte hidrofébica queda dentro del ntcleo y la parte hidrofilica queda en
contacto con el disolvente formando un agregado submicroscépico denominado micela
[59]. En el medioambiente, estas micelas afectan a la movilidad y la degradacion de los
compuestos orgénicos y al transporte de oxigeno y su presencia en las aguas disminuye la
tension superficial volviendo este medio mucho mas vulnerable a la presencia de otros

contaminantes quimicos [60].
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Diversos estudios han demostrado que la eliminacién de los tensioactivos durante los
procesos de tratamiento de las aguas suele ser incompleto y poco satisfactorio [61] ya que
sus propiedades fisico-quimicas permiten que dichos compuestos penetren a través de las
membranas empleadas en la filtracién. Este hecho representa un riesgo potencial cuando
se trata de aguas de consumo humano, por lo que muchas investigaciones se centran en el

desarrollo de nuevos mecanismos de eliminacién de tensioactivos en las aguas naturales

[62].

» Compuestos perfluorados

Los PFCs son un grupo de compuestos constituidos por un alcano lineal sustituido
completamente por atomos de fldor. Se trata de compuestos altamente hidrofébicos y
persistentes, son ampliamente empleados como repelentes en el tratamiento de
superficies, en electrénica y en la fabricacién de plasticos para el envasado de alimentos
[63]. Algunos de los PFCs més empleados en todos estos procesos son compuestos como
el acido perfluorooctano sulfénico (PFOS), el acido perfluorooctanico (PFOA) y los acidos
perfluorocarboxilicos (PFCAs), cuya estructura se muestra en la Figura 1.5, asi como,
diversos metabolitos que son igualmente persistentes en el medioambiente [64]. El PFOS
se ha empleado como refrigerante, detergente, y polimero en todo tipo de farmacos,
cosméticos, insecticidas y adhesivos, mientras que el PFOA se utiliza en la fabricacién de
fluoropolimeros y fluoroelastémeros en la fabricaciéon de tejidos, alfombras o coches.
Todos ellos son téxicos y bioacumulativos [14] y han sido catalogados como disruptores

endocrinos [65].

Diversos estudios han demostrado su presencia tanto en aguas como en alimentos. El
andlisis de diversas muestras de la red hidrica Europea ha puesto de manifiesto que la
sustancias perfluoroalquilicas estaban presentes en todas las aguas estudiadas [66]. En el
caso de los alimentos se han llegado a determinar niveles apreciables de PFOS y PFOA en

alimentos de origen animal como pescado, productos lacteos y carnes, estimando una
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posible ingesta diaria de entre 62.5-74.2 ng/dia mediante el consumo de dichos productos

[67].

FF FF FF FF FF FF FF ©
F F |
SOzH OH
F F
F FF FF FF F FF FF FF
PFOS PFOA

FF FF FF FF
F
OH
F |
F FF FF FF O

PFCAs

Figura L.5. Estructura de los compuestos perfluorados mas comtinmente encontrados en el

medioambiente.

> Retardantes de llama bromados

De todos los compuestos empleados como retardantes de llama, los bromados
suponen la mayor parte de ellos debido a su bajo coste y elevada eficacia [68]. Algunos de
los mas empleados son los PBBs y los éteres difenilicos polibromados (PBDEs) que son un
grupo de compuestos empleados como aditivos para reducir la inflamabilidad de un
amplio abanico de productos como son los plasticos, pinturas, textiles, etc. [17]. No son
biodegradables y por tanto son muy persistentes en el medioambiente, son
bioacumulativos y perturban la secreciéon de hormonas esteroideas naturales [69].
Diversos estudios han demostrado la presencia de estos compuestos en el medioambiente
y también el aumento progresivo en las concentraciones detectadas tanto en muestras

medioambientales como en humanos y animales [70].
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Otro retardante de Illama bromado que goza de gran popularidad es el
tetrabromobisfenol-A (TBBPA). Cuando este compuesto se afiade como aditivo a los
plasticos, no se introduce en la estructura del polimero y por lo tanto puede ser emitido al
medioambiente mas facilmente. Se ha demostrado que el TBBPA es neurotéxico [71],

inmunotoéxico [72] y disruptor endocrino [73].

La Figura 1.6 muestra la estructura general de los PBBs y los PBDEs, asi como, la

estructural del TBBPA.

o}
Br, Br,

PBBs PBDEs

HsC  CHj
Br 0 O Br
HO OH
Br Br
TBBPA

Figura I.6. Estructura de los retardantes de llama bromados mas cominmente

encontrados en muestras medioambientales por a su gran uso.

> Compuestos organoclorados

Los compuestos organoclorados son considerados contaminantes organicos
persistentes (POPs) ya que son quimicamente estables, hidréfobos, de volatilidad media y
altamente toxicos. Dentro de los contaminantes organoclorados persistentes existen cuatro
familias prioritarias que son: los PCBs, las policlorodibenzo-p-dioxinas (PCDDs), los

policlorodibenzofuranos (PCDFs) y los insecticidas organoclorados como por ejemplo el
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para-diclorodifeniltricloroetano (DDT) y sus derivados. La  Figura L7 muestra Ia
estructura general de los tres primeros grupos, asi como, del insecticida organoclorado

DDT.

D =00

PCDFs PCDDs
a_{ g
Cix Cix CI/‘ ‘\ al
PCBs DDT

Figura I.7. Estructura de los grupos de compuestos organoclorados mas comunes.

Todos estos compuestos han sido ampliamente utilizados en el pasado y ademas se
generan en muchos procesos industriales por lo que tienden a estar presentes en todo tipo
de muestras medioambientales [74, 75]. Cabe destacar su implicacién en ciertos accidentes
como el de Seveso (Italia) en 1976 o el de Bighampton (Estados Unidos) en 1981, donde se
produjo la liberacién al medioambiente de una gran cantidad de dioxinas causando
diversos efectos en la poblaciéon, como por ejemplo enfermedades cutaneas,
malformaciones y enfermedades hepaticas. Por ello, los compuestos organoclorados son

desde entonces objeto de gran preocupacion social.

Los efectos toxicos de estos compuestos sobre la salud humana son muy variables
dependiendo de la dosis, la edad, el sexo, etc. Sin embargo, se han observado
frecuentemente efectos como pérdida de peso, alteraciones de parametros hematolégicos,
alteraciones hepaticas, alteraciones dermatoldgicas, inmunotoxicidad, disminucién de la

fertilidad, teratogenia, etc. [76].
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Otro factor importante a considerar en esta clase de compuestos es su posible
quiralidad. Este es el caso de los PCBs, probablemente los compuestos organoclorados
mas estudiados debido a su gran presencia en el medioambiente. Los PCBs son
compuestos quirales que presentan atropoisomerismo a partir de la rotacion del enlace
simple que une los dos anillos aromaticos que componen su estructura (Figura 1.7). Como
la gran mayoria de los compuestos quirales son producidos comercialmente de forma
racémica y por tanto llegan al medioambiente en forma de racemato. Sin embargo, los
multiples procesos biolégicos a los que se ven sometidos hacen que esta composicion
quiral se pueda ver alterada, hecho que sucede especialmente cuando el contaminante
entra en contacto con algun tipo de organismo vivo, porque entran en juego procesos
metabdlicos enantioselectivos [23]. Cuando los PCBs son metabolizados se forman
principalmente dos tipos de metabolitos, los hidroxilados (OH-PCBs) y los
metilsulfonados (MeSO>-PCBs). A pesar de que en principio estos metabolitos son mucho
mas hidrosolubles que los propios PCBs y por tanto deberian ser mas facilmente
excretados, su persistencia en los seres vivos es comparable a la de los PCBs originarios y
causan efectos biolégicos importantes en los mismos. Ademas, los metabolitos de los
PCBs también presentan quiralidad, observandose diversos efectos biolégicos y

toxicolégicos para los distintos atropoisémeros existentes.

> Plastificantes y aditivos

Los aditivos afiadidos a los plasticos como por ejemplo antioxidantes, estabilizadores y
plastificantes, a pesar de encontrarse en los mismos en proporciones minimas, son los
responsables de las propiedades de estos materiales. Asi, existen aditivos espumantes,
plastificantes, que absorben la luz UV, antiestaticos, etc. La incorporacién de estos
aditivos a los plasticos impide en gran medida el deterioro del material y una mayor
facilidad para su uso en diversos dmbitos como son el alimentario, fabricacién de
juguetes, electrénica, etc. [77]. La Figura 1.8 muestra la estructura general de los aditivos
mas empleados en la fabricacion de plasticos que son los ftalatos (derivados del 4cido

ftalico), los plastificantes adipicos y los trimelitatos.
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Figura L.8. Estructura general de algunos de los grupos de plastificantes mas

empleados.

Muchos de estos aditivos no permanecen en el pléstico indefinidamente y migran muy
facilmente al medioambiente o a los productos envasados en ellos, por lo que su adicién
por ejemplo en plasticos destinados al envasado de alimentos, en la fabricacién de
juguetes, en cosmética etc., estd regulado por diversas normativas para controlar su
presencia. En este sentido, la Comisién Europea ha establecido los limites de migracién
para los aditivos empleados en embalajes de alimentos mediante la directiva 2002/72/CE

[78] con el fin de garantizar la seguridad de los mismos.

De todos los plastificantes empleados en el mundo, los ftalatos suponen
aproximadamente un 93 % del volumen total, aun habiéndose demostrado que muchos de
ellos son téxicos y estrogénicos, por lo que su uso se ha limitado en los tultimos afios a
través de normativas que regulan su empleo [79, 80]. Por ejemplo, la normativa
2005/84/CE [81] prohibe su uso en juguetes infantiles por el riesgo que conlleva para la
salud infantil y la normativa 2004/93/CE [82] establece aquellos ftalatos que no pueden

ser empleados en productos cosméticos.
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» Hidrocarburos policiclicos aromdticos

Los PAHs son compuestos organicos constituidos por dos o mas anillos aromaéticos
que se forman a partir de la combustién incompleta de material organico (erupciones
volcénicas, incendios, combustién de la gasolina en automéviles, etc.) [83]. Se conocen
aproximadamente 500 PAHs distintos. Estos compuestos han recibido una gran atencién
debido a la demostrada accién carcinogénica y mutagénica que muestran algunos de ellos
[84] por lo que la Environmental Protection Agency (EPA) ha catalogado 16 de ellos como
contaminantes quimicos prioritarios. La Figura 1.9 muestra la estructura de estos 16 PAHs
ya que son ademas los que se encuentran de forma habitual en las muestras

medioambientales.

Las mayores concentraciones de PAHs se encuentran en los nticleos urbanos, donde la
actividad industrial y el ntimero de vehiculos son mayores. Una vez emitidos al
medioambiente, los PAHs se acumulan en las particulas atmosféricas y de ahi pasan a
depositarse en los suelos [85] y en las aguas [86]. Destacar que los alimentos son la fuente
mas importante de ingesta de PAHs, no solo por la ingesta de alimentos cultivados, sino
también de carnes en las que los PAHs se generan durante su cocinado [87]. Debido a que
se trata de compuestos altamente hidrofébicos se acumulan facilmente en alimentos como
pescados [88] o semillas oleaginosas [89] aunque también es posible encontrarlos en
frutas, aztcar, cereales u hortalizas [90]. Cabe destacar que la Unién Europea a través de
la directiva 835/2011 [91] establece los niveles maximos de PAHs que se pueden
encontrar en alimentos. Por otra parte, la normativa a seguir en la produccién de aceites
industriales y neumaticos, que son los proceso industriales que producen una mayor

cantidad de PAHs en su fabricacién, se rige mediante la directiva 76/769/CEE [92].
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Figura 1.9. Estructura de los hidrocarburos policiclicos aromaéticos catalogados por la EPA

como contaminantes quimicos prioritarios.

> Pesticidas

Aunque los pesticidas son cruciales a la hora de luchar contra el hambre y las
enfermedades no se puede obviar su toxicidad para los seres vivos que pueden sufrir sus

efectos nocivos a través del medioambiente o los alimentos tratados con estos compuestos.

Los pesticidas se pueden clasificar en base a diferentes criterios. La Tabla I.4 muestra

la clasificacion de los mismos en funcién de su toxicidad en cuatro grupos diferentes, que
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se establecen segtin el valor de dosis letal (LDsg). La Tabla L.5 muestra la clasificacién de

los mismos en funcién de la familia a la que pertenecen segin su empleo.

Tabla I.4. Clasificacion de los pesticidas segtin su toxicidad [93].

Clase Toxicidad Ejemplos
Clase 1A Extremadamente peligrosos Paratién, dieldrin
Clase IB Altamente peligrosos Eldrin, diclorvos
Clase 11 Moderadamente peligrosos DDT, clordano
Clase II1 Ligeramente peligrosos Malatién

Tabla L.5. Clasificacion de los pesticidas segtin su campo de accién [94].

Clase Empleo Ejemplos
Insecticidas Insectos Piretroides, Carbamatos, Organoclorados
Acaricidas Acaros Piretroides, Propargita
Fungicidas Hongos Quininas, Anilidas, Imidazoles
Nematocidas Gusanos Limonoides, Bromometano
Herbicidas Plantas indeseadas Triazinas, Glifosato, Oximas, tipo amida
Fitoreguladores Crecimiento de las plantas Auxinas, Citocininas, Giberelinas, Etileno
Rodenticidas Roedores Inhibidores de vitamina K, Talio
Molusquicidas Moluscos Metaldehido

Protectores de madera  Especifico para plagasenla  Insecticidas, Fungicidas etc. (especificos para
madera madera)

Los efectos toxicos producidos por los pesticidas dependen de la dosis, ruta de
exposicion y tiempo de exposiciéon [94]. Si bien es verdad que los pesticidas son
concebidos para ofrecer una alta especificidad, es inevitable que su uso genere una gran
cantidad de efectos indeseados en el medioambiente. Entre estos efectos, el mas destacado

es la contaminacién de los recursos hidricos y como consecuencia la degradacion de la
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flora y la fauna acuética. En general, la toxicidad de la mayoria de los pesticidas es mucho
mayor para los organismos acuaticos que para los seres humanos y no son pocos los casos
en los que un vertido de pesticidas a las aguas ha provocado la muerte masiva de
numerosas especies de peces. Por otro lado, su uso prolongado da lugar a la generacién
de organismos persistentes y por tanto a la necesidad de emplear pesticidas cada vez mas

agresivos.

Otro hecho que no se puede subestimar es que la mayoria de los pesticidas presenta
quiralidad. En efecto, como ya se ha comentado, aproximadamente el 25% de los
pesticidas que se emplean a nivel mundial son quirales, existiendo asi distintos
enantiémeros de un mismo producto [26]. Es conocido que los enantiémeros de un
compuesto quiral se comportan de forma idéntica en un entorno no quiral, sin embargo
en el medioambiente y en los seres vivos se dan procesos biologicos enantioselectivos que
no afectan de la misma forma a los distintos enantiémeros de un compuesto. De este
modo, los procesos de degradaciéon y metabolizacién, asi como los efectos téxicos de los
mismos son diversos para cada uno de los enantiomeros. Por todo ello, la quiralidad tiene
una fuerte repercusiéon en todos los efectos indeseados que se han mencionado
anteriormente y gran interés en diferentes campos cientificos y sociales como son el
agroquimico y el medioambiental. Este es el caso de los herbicidas fenoxidcidos, los
insecticidas piretroides y organofosforados o los fungicidas triazol para los cuales la
quiralidad juega un papel fundamental en su actividad pesticida y/o su toxicidad [95]. En
efecto, en la mayoria de los casos solamente uno de los enantiémeros es activo como
pesticida mientras que los demds enantiémeros son inactivos o incluso téxicos para los
organismos no-diana. A modo de ejemplo se puede mencionar el caso de los herbicidas
fenoxiacidos para los cuales toda la actividad pesticida reside en el enantiémero R [96] o el
de muchos fungicidas tipo amida en los que la actividad biolégica de cada uno de los
enantiémeros puede ser distinta siendo uno de ellos el que posee mayor actividad
fungicida y el otro posee propiedades reguladoras del crecimiento [97]. Asi, el empleo de
la mezcla racémica en lugar del enantiémero activo puro, supone la emisién al

medioambiente de una mayor cantidad de producto para obtener el mismo resultado o
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incluso para producir aiin mas efectos indeseados. En este contexto, cuando se emplea
una mezcla racémica se puede llegar a emitir al medioambiente entre un 50 y 75% de
producto innecesario [98]. Por otra parte, la persistencia de los distintos enantiémeros
suele ser diferente y aquellos mas persistentes aumentan el grado de contaminacién
medioambiental. Otro factor a tener en cuenta es que por norma general cuando se
emplea un pesticida racémico se suele observar una degradacién enantioselectiva que
deriva en el enriquecimiento de uno de los enantiomeros o incluso, en la
enantiomerizacién del pesticida para dar lugar a un isémero con una mayor toxicidad que

el compuesto de partida [95].

A pesar de todo lo expuesto, muchos pesticidas se emplean comercialmente como
racematos, principalmente por la dificultad que conlleva realizar una sintesis
enantioselectiva para poder comercializarlos como productos enantioméricamente puros.
De hecho, s6lo una pequena proporcién de todos los pesticidas empleados en el mundo
son formulados como productos enantioméricamente puros o enantioméricamente

enriquecidos.

Cabe destacar, que todo lo concerniente a la quiralidad de los pesticidas esta cada dia
mas regulado por las agencias estatales, como por ejemplo la USEPA (Environmental
Protection Agency of United States) que exige informacién sobre la composicién

enantiomérica de los nuevos productos antes de su registro como sustancia activa

pesticida [28, 29].

14 TECNICAS ANALITICAS PARA LA DETERMINACION DE
CONTAMINANTES QUIMICOS

Tal y como se ha expuesto hasta el momento, existen en la actualidad multitud de
compuestos considerados contaminantes quimicos. A la necesidad de identificar estos
nuevos contaminantes y de estudiar sus efectos toxicolégicos, se une la de desarrollar
nuevas metodologias analiticas que sirvan como herramienta para su determinacién y

cuantificaciéon en los diferentes tipos de muestras medioambientales, alimentarias,
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biolégicas, etc. Dentro de las técnicas analiticas empleadas hoy en dia para la
determinacién de contaminantes quimicos, las técnicas cromatograficas son las que gozan
de una mayor popularidad: la cromatografia de gases (GC) y la cromatografia de liquidos
de alta eficacia (HPLC). Dado su enorme potencial en el campo de las separaciones
quirales, asi como, su eficacia, versatilidad y bajo consumo de reactivos y muestras, la
electroforesis capilar (CE) se ha convertido asimismo en una herramienta muy valiosa
para llevar a cabo el andlisis de diversas muestras de interés en el campo del
medioambiente. Ademads, todas estas técnicas separativas pueden emplearse en
combinacién con una gran variedad de tipos de deteccién, siendo los utilizados en este
trabajo de investigacion el detector de captura electrénica (ECD) para GC, el detector
ultravioleta-visible (UV-Vis) para CE y el detector UV-Vis o la espectrometria de masas
(MS) para HPLC. Precisamente, este tltimo sistema de deteccién se ha convertido en los
altimos afos en el sistema de detecciéon por excelencia ya que permite la identificacion
inequivoca de los compuestos, asi como, la elucidacién de la estructura molecular de los
mismos. Ademads, su elevada sensibilidad permite la detecciéon de contaminantes quimicos
a niveles de concentracién extremadamente bajos por lo que se trata de una valiosa

herramienta en el campo del andlisis de contaminantes ambientales.

A continuacion, se realizard una breve descripcion de los aspectos mas importantes de
cada una de las técnicas de separacion y sistemas de deteccién utilizados en este trabajo y

que presentan un mayor interés en el contexto de la investigacioén realizada.

I.4.1 Cromatografia de gases

La GC es una técnica de separacion que se basa en la distribucién del analito entre una
fase movil gaseosa y una fase estacionaria liquida inmovilizada sobre la superficie de un
solido inerte. La muestra se volatiliza, se inyecta en una columna cromatografica que
contiene la fase estacionaria y los analitos se eluyen por el flujo de la fase mévil que es un

gas inerte que no interacciona con los mismos y que los arrastra hacia el detector,
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separandose entre si en base a las distintas afinidades de los mismos hacia la fase

estacionaria [99].

1.4.1.1 La cromatografia de gases multidimensional

A pesar de las conocidas elevadas eficacias que se obtienen por GC para la separacion
de analitos volatiles, a menudo esta técnica no es capaz de resolver muestras complejas
formadas por mezclas de compuestos con una gran similitud quimica. En estos casos la
alternativa es el empleo de la cromatografia de gases multidimensional. Este término se
utiliza para hacer referencia a una separacion en la que se aplican dos mecanismos de
separacion ortogonales para aumentar la selectividad y en la que se combinan varias
etapas de separaciéon. En este caso, se emplean dos o mas columnas acopladas para

conseguir separaciones no alcanzables con solo una de ellas [100].

Dependiendo del modo de transferir los analitos de la primera a la segunda columna
de separaciéon se puede distinguir entre GC en dos dimensiones (GC x GC) y GC
multidimensional en su modo heart-cut (heart-cut MDGC). La Figura I1.10 muestra la
comparacién entre la forma de trabajo en las dos modalidades. La diferencia entre estos
dos modos de operacion reside en la fraccién de muestra que se transfiere a la segunda
columna. Asi, mientras que en GC x GC se transfiere la totalidad de la muestra, en el
modo heart-cut MDGC se transfiere solamente una pequena fracciéon de la misma a la
segunda dimensién. En GC x GC la muestra se somete a una primera separacion
cromatogréfica y se transfiere en su totalidad a una segunda columna cromatografica
donde se lleva a cabo una segunda separacion de todos los analitos. En el modo heart-cut
MDGC la muestra se somete a una primera separaciéon cromatografica y solamente son
transferidas a la segunda columna algunas fracciones, por lo general, aquellas donde se

encuentran los analitos de interés o bien donde los analitos estan peor resueltos.
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Figura I.10. Comparacién entre las separaciones en dos dimensiones por heart-cut MDGC

y por GC x GC.

Las columnas cromatograficas empleadas en una y otra modalidad también son
diferentes. En GC x GC las columnas que se utilizan en la segunda dimensioén en general
son mas cortas (1 6 2 m) que las empleadas en el modo heart-cut MDGC, con el fin de
llevar a cabo separaciones muy rapidas en esta segunda columna. De este modo, los
tiempos de andlisis que se obtienen en GC x GC son muy similares a los obtenidos en una
separacion unidimensional, pero con la ventaja anadida de que tanto la resolucién

obtenida como la capacidad de pico es significativamente mayor.

En este trabajo de investigacion, el modo de operacion de GC multidimensional que se
ha utilizado ha sido heart-cut MDGC. Este modo ha sido empleado desde mediados de los
afios 50 y consiste, como se ha comentado, en transferir una o mas fracciones no resueltas
en la primera columna de separacién a una segunda columna normalmente de polaridad
diferente. El esquema basico de un sistema heart-cut MDGC se muestra en la Figura 1.11.
El sistema consta de dos columnas termostatizadas, dos detectores, un sistema de
transferencia de la primera dimensién a la segunda y un capilar hueco que se utiliza para

compensar presiones entre las dos dimensiones. Existen sistemas mds sencillos que
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disponen de un dnico horno, sin embargo, en estos casos se presenta el inconveniente de
producir una gran pérdida en la capacidad de pico debido a que el programa de
temperatura empleado en ambas columnas es el mismo. Para la transferencia de los
analitos de la primera columna a la segunda, el sistema mas empleado se conoce con el
nombre de DEANS. Este sistema consiste en una valvula en forma de “T” que funciona
por cambios de presién [101] y que dirige el flujo hacia la segunda dimensién o hacia el
detector de la primera dimension y ademas es el que hay que controlar a la perfeccion
para hacer las transferencias de una a otra dimensién de forma adecuada. Por tanto, el
primer paso a la hora de trabajar en heart-cut MDGC es el ajuste del dispositivo DEANS.
La presiéon que se debe aplicar en el sistema DEANS depende bésicamente de tres
parédmetros: 1) la presién en cabeza de columna, 2) las dimensiones de las dos columnas y
3) las dimensiones del capilar hueco, y por ello la presiéon aplicada se debe optimizar

siempre que se cambie alguno de los pardmetros indicados.

Inyector
Y Detector 1 Detector 2
— —
Lineade
Capilar hueco transferencia
1D DEANS 2p

Figura I.11. Esquema de los componentes basicos de un sistema heart-cut MDGC.

Decir que en general, en el modo de trabajo heart-cut MDGC, la primera columna suele
tener carécter apolar y longitudes superiores a las empleadas en la segunda columna, que

suele poseer un cardcter mds polar que la primera. Ademas, la segunda columna puede
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ser también una columna quiral, de modo que en la primera columna se separan todos los
analitos entre si y a la segunda columna se transfieren solamente aquellos que se quieren

separar enantioméricamente.

Con respecto a los sistemas de deteccién en esta modalidad de trabajo, se pueden
emplear todos los detectores clasicamente utilizados en GC convencional, como son la
espectrometria de masas (MS), el detector de ionizacién de llama (FID), la resonancia
magnética nuclear (NMR), la espectrometria de infrarrojos (IR) o el detector de captura
electrénica (ECD). Es este tltimo sistema de deteccién el que se describird a continuaciéon

brevemente por ser el que se ha empleado en este trabajo de investigacion.

1.4.1.2 El detector de captura electronica

En la modalidad de GC multidimensional empleada en este trabajo (heart-cut MDGC)
se han utilizado dos detectores ECD con el fin de detectar los analitos que eluyen de las
dos columnas. La Figura I.12 muestra el esquema basico de un detector ECD. En este caso
el efluente que sale de la columna pasa por un emisor P, como niquel-63 o tritio
(adsorbido sobre una ldmina de platino o de titanio). Un electrén del emisor provoca la
ionizacién del gas portador y la produccién de una rafaga de electrones. De este proceso
de ionizacién y en ausencia de especies organicas, se produce una corriente constante
entre el par de electrodos, mientras que en presencia de moléculas organicas la corriente

disminuye ya que van a tender a capturar dichos electrones. [102].

El detector de captura de electrones es de respuesta selectiva, siendo muy sensible a
las moléculas que contienen grupos funcionales electronegativos tales como halégenos,
peroxidos, quinonas, y grupos nitro; en cambio, no es sensible a grupos funcionales como
aminas, alcoholes o a los hidrocarburos. Por este motivo, es un detector muy adecuado
para la deteccién de PCBs y sus metabolitos metilsufonados que poseen grupos cloro en

su estructura.
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Figura I.12. Esquema bésico de un detector ECD.

Los detectores de captura de electrones son altamente sensibles y tienen la ventaja de
no alterar la muestra de manera significativa (a diferencia del detector de llama). Por otra
parte, su intervalo lineal de respuesta normalmente se limita a unos dos 6rdenes de

magnitud.
I.4.2 Cromatografia de liquidos de alta eficacia

La HPLC es probablemente la técnica de separacion mas empleada tanto en los
laboratorios analiticos de investigacién como en los de rutina. Se utiliza para la separacién
y determinacién de un gran nimero de compuestos y en muy diferentes 4reas de la
ciencia como son el campo farmacéutico, medioambiental, alimentario, biotecnolégico,

protedmica, etc.

El principio de separacién en HPLC es la diferente afinidad de un compuesto hacia dos
fases, una movil y otra estacionaria que se encuentra en el interior de una columna de
separacion. Los compuestos se desplazan a través de la columna cromatografica y son

arrastrados hacia el detector por una fase mévil. De este modo, cada compuesto
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experimenta un reparto entre la fase estacionaria y la fase moévil dando lugar a su
separacion en su camino hasta el detector. Dependiendo del fenémeno de interaccion que
tenga lugar con la fase estacionaria, es posible diferenciar diversos tipos de cromatografia
de liquidos: de reparto, de intercambio iénico, de adsorcién, de exclusién molecular, de

afinidad o quiral [103].

Entre los principales inconvenientes de la cromatografia de liquidos convencional, a
pesar de su elevada popularidad, se encuentran el elevado consumo de disolventes y
muestra necesarios para llevar a cabo la separacién cromatografica y la baja sensibilidad
obtenida con algunos sistemas de deteccién debido a la dilucién de la muestra en la fase
movil. Estos inconvenientes pueden ser en gran medida resueltos mediante la
disminucién del tamafio de la columna cromatografica empleada, lo que ha dado lugar a
la apariciéon de sistemas cromatograficos miniaturizados que emplean columnas
cromatogréficas de reducido didmetro interno. Dentro de los sistemas cromatogréficos
miniaturizados destacan la micro cromatografia liquida (micro-LC) y la nano
cromatografia liquida (nano-LC) que utilizan columnas cromatograficas con un reducido

didmetro interno entre 0.5-2 mm y 0.05-0.1 mm, respectivamente.

Entre las ventajas que ofrece la miniaturizaciéon de los sistemas de HPLC podemos

destacar:

e Menor consumo de muestra, fase moévil y fase estacionaria: necesitan menor
cantidad de fase estacionaria para su fabricacién, un menor consumo de fase

movil y requieren menores volimenes de muestra para el anélisis.

e Mayor capacidad de termostatizacion: permiten una mejor termostatizacion de la
columna debido a su reducido didmetro, manteniendo constante una

determinada temperatura en toda la columna.

e Aumento de la sensibilidad: los menores volimenes de fase mévil empleados

hacen que la dilucién de la muestra durante el analisis sea mucho menor y de
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esta forma la muestra llega mas concentrada al detector y aumenta la

sensibilidad.

e Aumento de la eficacia: ofrecen la posibilidad de alcanzar un mayor nimero de
platos tedricos ya que presentan una mayor permeabilidad y por lo tanto facilitan
que la longitud de la columna sea mayor y que el tamafio de particula empleado

Sea menor.

e Mayor respuesta en MS: los menores flujos de fase mévil empleados benefician el

acoplamiento con estos sistemas de detecciéon

Con respecto a los sistemas de detecciéon y dependiendo de las propiedades de los
analitos o de la fase movil utilizada se pueden emplear el detector de absorciéon UV-Vis,
de fluorescencia, electroquimico, de conductividad, de radioactividad, de
quimioluminiscencia, de dispersién de luz, de indice de refraccién, de infrarrojo, de
resonancia magnética nuclear y MS. Es este ultimo sistema de deteccién el que se
describira a continuacién brevemente por ser el que se ha utilizado acoplado a HPLC en

este trabajo de investigacion.

1.4.2.1 Acoplamiento de la HPLC a la espectrometria de masas

La espectrometria de masas es una técnica instrumental universal y especifica,
altamente sensible y que permite la identificacién inequivoca de sustancias. Por lo tanto,
su empleo como detector ofrece claras ventajas con respecto a los clasicos detectores de
diodos en serie empleados en HPLC. En el caso de la determinacién de contaminantes
ambientales todas estas ventajas son realmente valiosas ya que estos compuestos suelen
encontrarse en las muestras en concentraciones muy bajas. Ademads, esta técnica permite
la determinacién de la masa exacta de los analitos, lo que unido a la informacién
estructural que proporciona, permite a menudo la identificacién inequivoca de los

compuestos de interés.
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De forma resumida la espectrometria de masas consiste en la separacién de particulas
moleculares o atémicas que han sido previamente ionizadas, segin su relacién
masa/carga (m/z). El proceso que tiene lugar en un espectrémetro de masas comprende

basicamente cuatro etapas:
-lonizacion de la muestra
-Aceleracion de los iones por un campo eléctrico
-Dispersion de los iones segtin su relacion m/z
-Deteccién de los iones y produccién de una sefial eléctrica

La Figura I.13 muestra el esquema basico para el acoplamiento HPLC-MS. Los
componentes basicos de un espectrémetro de masas son la fuente de ionizacién, el
analizador y el detector. Existen multitud de fuentes de ionizacién disponibles
actualmente siendo la ionizacién y desorcion laser asistida por una matriz (MALDI) [104],
la ionizacién quimica a presion atmosférica (APCI) [105], el plasma de acoplamiento
inductivo (ICP) [106] o la ionizacién por electrospray (ESI) [107] de los mas empleados. En
lo que respecta a los analizadores de masas existe también una gran variedad de ellos, y
en este caso son la trampa de iones (IT), el cuadrupolo (Q), el tiempo de vuelo (TOF), la
transformada de Fourier (FT) y el Orbitrap los mas comtinmente empleados en el analisis
de contaminantes ambientales [108-110]. También se ha descrito el empleo de
analizadores de masas en tdindem, es decir, combinar varios analizadores bien del mismo

o de distinto tipo en el campo del andlisis medioambiental [111].

En el acoplamiento HPLC-MS se produce en primer lugar la separacién de los analitos
en el sistema de HPLC y en segundo lugar su deteccién en el espectrémetro de masas.
Cuando los analitos llegan a la fuente de ionizacién se producen los iones gaseosos que a
continuacién son separados en el analizador segin su relacién m/z y finalmente son

detectados [99].
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Figura I.13. Esquema bésico para el acoplamiento HPLC-MS.

En este trabajo de investigacién se ha empleado ESI como fuente de ionizacién y un

analizador de cuadrupolo por lo que a continuacion se describiran éstos brevemente.

» Fuentes de ionizacion. lonizacion por electrospray

A pesar de las numerosas fuentes de ionizacién disponibles en la actualidad, la
ionizacién por ESI es la mas empleada debido al amplio espectro de moléculas que es

capaz de ionizar.

La Figura I.14 muestra de forma esquematica el proceso de ionizaciéon ESI. Se basa en
la formacién de una nube de finas gotas cargadas. En este caso, la disolucién que proviene
del HPLC pasa a través de un capilar al que se le estd aplicando un potencial
comprendido entre 3 y 7 kV aproximadamente. En este punto se forman gotas de elevada
carga que pasan a través de un gradiente de potencial y presién hasta el analizador. En
este proceso, las gotas van reduciendo su tamafio mediante la evaporacion del disolvente
hasta llegar a un punto en el que la densidad de carga de cada gota es tan elevada que se
produce lo que se conoce como “Explosién de Coulomb” y se forma una nube de finas
gotas o nebulizado. La “Explosién de Coulomb” se produce en el punto conocido como
“Limite de Rayleigh” y que se refiere al punto en el que la magnitud de carga de cada gota
es suficiente para romper la tensién superficial. La evaporacién del disolvente se facilita

mediante un gas nebulizador (N2) que hace que las gotas vayan disminuyendo su tamafio
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hasta que sean tan pequefias que las fuerzas de repulsion entre las cargas en el interior de
cada una de ellas sean tan fuertes que éstas se rompan y se formen diminutas gotas. Estas
gotas diminutas son las que a continuacién pasaran a estado gaseoso, fendmeno que se
conoce como evaporacion iénica. Finalmente, estas moléculas en estado gaseoso pasaran

al analizador de masas.

CAPILAR CONO DE

\‘ TAYLOR  pubbING
W v, °.

EMTRADA AL
AMALIZADOR DE
MASAS

-

> Q > G@Q > [M-I-r‘lH]m

EVAPORACTON FISTOM AL FORMACION DE IONES
BEL DISOLVENTE LIMITE bE DESOLVATADROS MEDIANTE
RAYLEIGH FISION O EVAPORACION
TONICA

Figura I.14. Proceso de ionizacién por ESI.

Al tratarse de una fuente de ionizacioén blanda, los iones gaseosos que se forman son
generalmente iones moleculares que estdn protonados o desprotonados dependiendo de
si se ioniza en modo positivo o negativo y se les denomina “iones cuasimoleculares”

pudiendo tener una o més cargas [112].

La ionizacién ESI es un tipo de ionizacién en fase liquida, es decir, la ionizacién se
lleva a cabo en la propia disolucién y una vez ionizada la muestra se pasa a fase gaseosa.
Esta es precisamente una de las principales ventajas que presenta este modo de ionizacién

ya que la mayoria de los analitos son poco volatiles o térmicamente inestables y no

49



Introduccion

pueden ser volatilizados facilmente, sin embargo, si estos compuestos son ionizados

previamente, como ocurre en ESI, su volatilizacion resulta mucho maés sencilla [113].

» Analizadores de masas. El cuadrupolo

Una vez ionizados los compuestos, éstos pasan al analizador de masas, donde se lleva

a cabo la separacion de los iones formados en base a su relacién m/z.

El cuadrupolo es el analizador mas sencillo y econémico, ademés de compacto y
robusto. La Figura I.15 muestra un diagrama simplificado de un cuadrupolo. Consiste en
un conjunto de cuatro barras cilindricas de metal que sirven de electrodos de filtro de
masas. A estas barras se les aplica una corriente continua, y ademas se aplica a cada par
de barras, potenciales variables de corriente alterna de radiofrecuencia. De este modo,
cuando un ion que proviene de la fuente de ionizacién llega al cuadrupolo, solamente
pasara a través de las barras y llegara al detector si tiene una trayectoria estable entre los
dos planos formados por cada par de electrodos. Ajustando los potenciales de corriente
continua y corriente alterna se selecciona el rango de m/z que se transmite a través del

mismo.

IONES CON TRAYECTORIA
ESTABLE (DETECTADOS)

IONES CON TRAYECTORIA
INESTABLE (NO DETECTADOS)

i

Figura I.15. Esquema de un cuadrupolo.
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Un cuadrupolo solo es capaz de distinguir iones que difieren en 1 unidad de masa,
por lo que su sensibilidad a la hora de obtener un espectro es bastante reducida, sin
embargo, es muy sensible cuando su objetivo es monitorizar un tnico ion o un ntimero
limitado de ellos. En este sentido, el empleo de sistemas en tdndem puede solucionar en
gran medida el problema de la sensibilidad. En este trabajo de investigacion se ha
empleado la espectrometria de masas en tdndem utilizando dos cuadrupolos en serie por

lo que a continuacién se explicara este sistema con mas detalle.

> Espectrometria de masas en tindem

Los sistemas de espectrometria de masas en tandem (MS/MS) consisten en una
configuracién donde se combina mas de un analizador de masas, bien del mismo o de
distinto tipo. De este modo se pueden llevar a cabo experimentos MS/MS, es decir, en un
primer analizador se aisla un ion determinado al que se conoce como “ion precursor” o
“ion padre” y se dejan sin detectar todos los demads iones. A continuacion, el ion precursor
pasa a una celda de colisién que contiene moléculas de un gas inerte (He, N2 o Ar), donde
se fracciona y se forman los conocidos como “iones producto” o “iones hijo”. Estos iones
producto se separan en el segundo analizador y a continuacién se detectan, generando un
espectro MS2. Este tipo de experimentos mejora la sensibilidad y ademas son muy dtiles a
la hora de determinar la estructura de un compuesto desconocido. Por otro lado, ofrecen
una gran selectividad ya que permiten aislar un solo ion o un solo fragmento eliminando

todos los demas interferentes.

En el caso de este trabajo de investigacion se ha empleado un sistema en tandem
denominado triple cuadrupolo (QqQ) que presenta las cualidades inherentes de un Q,
como son su facil manejo y control, sus reducidas dimensiones y su bajo coste. La Figura
I.16 muestra el esquema general de un sistema QqQ. Consta de dos cuadrupolos como
analizadores y un tercer cuadrupolo en medio, como celda de colisién, donde se induce la

fragmentacion.
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Figura I.16. Esquema del analizador triple cuadrupolo [114].

Si se emplea una fuente de ionizacién blanda, como es ESI, se obtiene en primer lugar
iones moleculares o cuasimoleculares que pasan al primer cuadrupolo y alli se selecciona
uno o mas iones precursores. A continuacion, los iones seleccionados pasan a la celda de
colision y alli se forman los correspondientes fragmentos. Estos fragmentos en su
totalidad, o algunos de ellos, pasan finalmente al tercer cuadrupolo donde seran

separados y finalmente detectados.

El proceso descrito ofrece una gran versatilidad de modos de adquisicién. Todos estos

modos se han agrupado en la Figura 1.17 y son los siguientes:
e Barrido de todos los iones en modo MS (Full Scan)

e Monitorizacién de un ion seleccionado en modo MS (Single lon Monitoring,

SIM)

e Monitorizacién de una reaccion selectiva (Selected Reaction Monitoring, SRM) o

de muiltiples reacciones en modo MS/MS (Multiple Reaction Monitoring, MRM)
e Barrido de iones producto en modo MS/MS (Product lon Scan, PIS)
e Barrido de iones precursor en modo MS/MS (Precursor lon Scan)

e Barrido de pérdidas neutras en modo MS/MS (Neutral Loss Scan)
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Figura I.17. Modos de adquisicién en un QqQ.

Cada uno de estos modos de adquisicién presenta unas caracteristicas que lo hacen

idéneo para un objetivo concreto. Ahora bien, de todos ellos la adquisicion MRM es la

mas empleada en los andlisis cuantitativos, permite determinar un gran numero de

compuestos simultdneamente minimizando la presencia de interferentes y es la empleada

en este trabajo. En el modo de adquisicion MRM, se selecciona en el primer analizador un

ion determinado, a continuacién se fragmenta en diversos iones hijo de los cuales

solamente uno o unos pocos serdn analizados en el tercer cuadrupolo y finalmente

detectados. Si se analizan simultdneamente varios compuestos, éste es el modo de

adquisicion mas selectivo y sensible ya que minimiza al maximo la presencia de otros

interferentes.
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I1.4.3 Electroforesis capilar

La CE es una técnica de separaciéon basada en la diferente velocidad de migracién de
las sustancias a analizar en el interior de un tubo capilar bajo la acciéon de un campo
eléctrico. La separacion se fundamenta en dos fendmenos fisico-quimicos: la electroforesis

y la electrodsmosis.

La electroforesis es la responsable de la diferente migracién de los iones de la muestra
en el seno de una disolucién conductora cuando se les somete a la accién de un campo
eléctrico determinado. Esta migracién, denominada “movilidad electroforética”,
discrimina entre las diferentes sustancias en funcién de la relacién carga/tamafio de las
mismas y hace que las sustancias cargadas tiendan a moverse hacia el polo de signo
contrario al de su carga, con mayor velocidad cuanto mas carga efectiva tengan y menor
tamafio posean. El otro fendmeno que interviene en la separacion en CE, el cual es
independiente de las especies analizadas es la “electro6smosis”. Este fenémeno tiene
lugar en el interior de los capilares de silice y se origina como consecuencia de la
ionizacién de los grupos silanoles de la silice (Si-OH) por encima de pH 2, formandose
grupos Si-O- con cargas negativas. Este exceso de cargas negativas en la pared del capilar
se neutraliza parcialmente con los iones positivos de la disolucién electrolitica (BGE), que
se organizan en el interior del capilar formando una doble capa (capa Stern, fija, y capa
difusa, mévil). Como consecuencia de ello, al aplicar el campo eléctrico, esta organizacion
de cargas positivas hace que el conjunto de la disolucién electrolitica se desplace hacia el
polo negativo (catodo) arrastrando las moléculas y especies que estén en su interior,
generando el denominado “flujo electroosmético” (EOF). Por tanto, la movilidad de un
determinado analito se debera a la resultante de la movilidad electroforética y del EOF,

cada uno de ellos con su signo (ver Figura 1.18).
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Pared del capilar

Figura I.18. Representacion de la movilidad electroforética y electroosmética en la

separacion de analitos aniénicos, catiénicos y neutros.

La instrumentaciéon basica empleada en CE consta de una fuente de alto voltaje que
aplica una diferencia de potencial entre dos electrodos de platino, un amperimetro, un
capilar, recipientes para el medio de separacién (tampoén) y la muestra y un detector. Los
sistemas comerciales incorporan ademas un sistema para el control de temperatura en
muestras y capilar, un muestreador automético que permite la automatizacion de los

analisis, asi como, el software necesario para el tratamiento de datos.

Los capilares, en cuyo interior se lleva a cabo la separacién, son normalmente de silice
fundida y estan recubiertos de poliimida para aportar flexibilidad y resistencia al capilar.
El diametro interno de capilar se encuentra entre 25 y 100 pm y con una longitud a partir
de los 25 cm. Para llevar a cabo el andlisis, el capilar se llena con un BGE, que consta al
menos de un tampén que constituye el medio conductor de la corriente eléctrica y al cual
se pueden afadir otro tipo de sustancias dependiendo del modo de separacién en el que
se trabaje. A continuacién, se inyecta una pequefia cantidad de muestra, empleando una
de las formas de inyeccién (hidrodindmica o electrocinética), simplemente cambiando uno

de los viales de BGE por el vial que contiene la muestra. Una vez inyectada la muestra, los
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dos extremos del capilar se sumergen en la disolucién de BGE contenida en dos
recipientes, en los cuales ademés estan sumergidos los electrodos entre los que se aplica la

diferencia de potencial mediante la fuente de alto voltaje.

Una vez que se lleva a cabo la separacién, los analitos se detectan en continuo
directamente en el capilar (deteccién on column) o al final del mismo (detecciéon end
column). La deteccién on column se emplea para los detectores UV-Vis, fluorescencia y
resonancia magnética nuclear, mientras que la deteccién end column se utiliza con
detectores de MS, electroquimicos y Raman. Los detectores UV-Vis son los que mas se
utilizan por su simplicidad, versatilidad, bajo coste relativo y caracteristicas no
destructivas. Ademads, el empleo de detectores de diodos en serie permite obtener

informacién adicional como son la pureza de pico e informacién estructural [20].

1.4.3.1 Modos de separacion en electroforesis capilar

Una de las caracteristicas mas importantes de la electroforesis capilar es su aplicacién a
la separaciéon de una gran variedad de compuestos y a la resoluciéon de diversos
problemas analiticos y esto se debe en gran medida a los diversos modos de separacién

que la técnica ofrece.

Los distintos modos de separacion empleados en CE se pueden clasificar en dos
grandes grupos: modos que se basan Unicamente en principios de separacién
electroforéticos, en el que se incluyen la electroforesis capilar de zona (CZE), la
electroforesis capilar en gel (CGE), el isoelectroenfoque capilar (CIEF), la isotacoforesis
capilar (CITP) y la electroforesis capilar en medio no acuoso (NACE), y modos que
combinan principios de separacién electroforéticos y cromatograficos, en el que se
incluyen la cromatografia electrocinética (EKC) y la electrocromatografia capilar (CEC). La
Tabla 1.6 agrupa los distintos modos de separacién en CE asi como el principio de

separacion especifico de cada uno de ellos.
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Tabla 1.6. Modos de separacién en CE.

Modo de CE Mecanismo de separacién
Electroforesis capilar de zona (CZE) Movilidad electroforética
Electroforesis capilar en gel (CGE) Tamafio y carga
Isoelectroenfoque capilar (CIEF) Punto isoeléctrico
Isotacoforesis capilar (CITP) Movilidad electroforética entre zonas

Electroforesis capilar en medio no acuoso . » .
Movilidad electroforética en medios no-acuosos

(NACE)
Cromatografia electrocinética (EKC) Reparto en una pseudofase
Electrocromatografia capilar (CEC) Reparto en una fase estacionaria

A continuacién se explicara brevemente cada uno de los modos de separacién, aunque
EKC y CEC se explicaran mas detalladamente por ser los dos modos empleados en este

trabajo de investigacion.

» Electroforesis capilar de zona (CZE)

Es el modo de separacién mas empleado debido a su versatilidad, sencillez y poder de
separacion. Sin embargo, en principio tiene la limitacion de ser util sélo para especies
cargadas, no permitiendo separar especies neutras [115]. En CZE el capilar contiene sélo
un medio tamponado, de manera que la movilidad electroforética de los analitos depende
fundamentalmente de la relacién carga/masa. En estas condiciones, la separacién de los
distintos analitos se basa en las diferencias existentes en las velocidades electroforéticas de
éstos y es posible separar simultdneamente cationes y aniones, siempre que el EOF sea

suficientemente elevado para arrastrar ambos tipos de sustancias hacia el detector.
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» Electroforesis capilar en gel (CGE)

La electroforesis capilar en gel combina la buena resolucién de la electroforesis en gel

tradicional con la sencilla instrumentacién empleada en CZE.

En CGE el capilar de separacién se rellena con un gel con un tamafio de poro conocido
que acttia como un tamiz molecular. El principio de separacién se basa en las diferentes
movilidades de los componentes de la muestra a través de los poros del gel en funcién de
su tamarfio molecular [116], de manera que los analitos de menor tamafio atravesaran mas
facilmente el gel y presentaran tiempos de migracion mas pequefios y los analitos con un

mayor tamafo atravesaran el gel mas lentamente llegando al detector en dltimo lugar.

Este modo de separacion se aplica principalmente a sustancias que poseen una relaciéon
carga/masa similar pero diferentes masas moleculares, como biopolimeros (DNA),

proteinas (complejos SDS-proteina) y carbohidratos.

> Isoelectroenfoque capilar (CIEF)

Se diferencia de los demas modos de CE en que la separacién no se basa en las
diferencias de movilidades electroforéticas, sino en las diferencias en los puntos
isoeléctricos (pl) de los solutos. Se utiliza para la separacién de péptidos, proteinas,

aminodacidos y otras sustancias de caracter anfétero.

La separacion por CIEF se basa en la migracién electroforética de sustancias anféteras
en un gradiente de pH que se obtiene mediante una disolucién de anfolitos (sustancias de
caracter zwitteriénico de diferentes valores de pK.). Al aplicar el campo eléctrico, se
establece un gradiente de pH en el interior del capilar que va desde el anodo con un pH
bajo, hasta el cdtodo con un pH alto y los distintos componentes de la muestra se
desplazan hasta encontrar un pH igual a su pL, punto en el cual al tener carga nula dejan
de moverse y a éste fenémeno se le denomina enfoque. Los analitos de la muestra una vez

enfocados ocupan zonas del capilar muy estrechas lo que confiere al procedimiento una
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gran eficacia al oponerse el enfoque a la difusién molecular de las zonas. Una vez
separados hay que moverlos, para lo cual se pueden emplear diferentes procedimientos y

llevarlos al detector, donde son detectados y cuantificados.

Se puede realizar de dos formas dependiendo del capilar empleado. Si se elimina
totalmente el EOF, el proceso requiere un protocolo en dos pasos, un paso de enfoque
seguido de una movilizacién que se lleva a cabo cuando el enfoque ha finalizado para
forzar a las bandas enfocadas y quietas a pasar por el detector. Si se emplea un capilar con
un recubrimiento dindmico que permite eliminar parcialmente el EOF, la focalizacion
tiene lugar mientras todo el gradiente de pH y el tren de bandas se estd moviendo hasta el

punto de deteccion, es decir, se realiza en un solo paso.

> Isotacoforesis capilar (CITP)

La CITP se lleva a cabo en un tampén discontinuo y sin EOF. Se basa en el empleo de
dos electrolitos con distinta conductividad eléctrica, un electrolito frontal (con una
movilidad electroforética mayor a la del analito mas rapido de la muestra) y un electrolito
terminal (con una movilidad electroforética menor a la del analito mas lento de la
muestra). La muestra se inyecta entre estos dos electrolitos en lo que se conoce como
formato “sandwich”. Al aplicar el campo eléctrico, se crea un gradiente de potencial a lo
largo del capilar y los analitos se distribuyen en zonas o bandas contiguas en funcién de
sus movilidades electroforéticas y se desplazan entre ambos tampones de diferente
conductividad eléctrica a la misma velocidad [117]. Hoy en dia la CITP se emplea mas
como técnica de preconcentracién que como técnica de separacién. En este modo de CE no

se pueden separar de forma simultdnea cationes y aniones.
> Electroforesis capilar en medio no acuoso (NACE)
En este modo de CE se emplean disolventes no acuosos como disoluciones

electroliticas. La separaciéon en NACE se puede llevar a cabo solamente si los analitos
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estan cargados o pueden adquirir carga por interacciéon con un aditivo cargado. La
eleccion del medio no acuoso depende de las caracteristicas fisicoquimicas de las
sustancias a separar y de su interaccién con los posibles aditivos. Este modo de separaciéon
es especialmente til para separar compuestos que presentan una baja solubilidad en agua
o bien, grupos de analitos que poseen movilidades electroforéticas muy similares en

medios acuosos.

» Cromatografia electrocinética (EKC)

La EKC constituye una modalidad de trabajo de la CE que fue definida por Terabe en
1989 como: un método de separacion analitico que emplea la técnica experimental de la CZE en
combinacion con los principios de separacion bdsicos de la cromatografia [118]. Asi, en EKC
ademas del tampén de separacion empleado en CZE (fase acuosa), se afiade un
componente denominado “pseudofase” que origina la existencia de un fenémeno
cromatografico al existir dos fases, la fase acuosa y la pseudofase. El fenémeno
electrocinético, que incluye tanto la electroforesis como la electro6smosis, provoca el
transporte de la pseudofase y de los analitos dentro del capilar. En EKC los solutos
pueden interaccionar en mayor o menor medida con la pseudofase, dando lugar a un
fenémeno cromatografico e incluso habra solutos que no interaccionen con la misma, en

cuyo caso su movilidad se debera al fenémeno electrocinético.

Los modos de separacion en EKC pueden clasificarse segin la naturaleza de la
pseudofase empleada y se nombran de manera general afiadiendo el nombre de la
pseudofase al término EKC. Entre las pseudofases mds empleadas se encuentran las
peudofases micelares (MEKC) [119], las ciclodextrinas (CD-EKC) [120] y las
microemulsiones (MEEKC) [121], aunque también se han empleado otras pseudofases
como proteinas [122], polisacéridos [123], dendrimeros [124], antibiéticos macrociclicos
[125], vesiculas [5], iones poliméricos, etc. Ademads y para algunas separaciones especiales
se pueden emplear mezclas de las mismas, como es por ejemplo el caso de la separacion

de compuestos de muy elevada hidrofobicidad, muy relacionados estructuralmente y/o
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quirales donde es muy habitual emplear de manera conjunta CDs y micelas (CD-MEKC)

[126].

Decir, que aunque inicialmente la EKC se desarroll6 para ampliar el campo de
aplicacion de la CE a la separacién de compuestos neutros, hoy en dia también se emplea
para la separaciéon de compuestos cargados obteniéndose algunas separaciones que en
ocasiones, no es posible conseguir utilizando CZE y para la separaciéon de compuestos

quirales, siempre que al menos una de las pseudofases empleadas sea quiral [127].

En este trabajo de investigacion se han empleado los modos de separaciéon de CD-EKC
y CD-MEKC para la separaciéon quiral y no quiral de los compuestos de interés por lo que

estos dos modos se describen a continuacion.

CD-EKC

Las CDs son los selectores quirales mas habitualmente utilizadas en EKC. Hasta Enero
de 2004 su uso suponia el 84% de todos los trabajos publicados referentes a separaciones
quirales por esta técnica [20]. Son oligosacaridos ciclicos constituidos por varias unidades
de D(+)-glucopiranosa. Tienen forma de cono anular truncado de extremos abiertos, con
una cavidad interna relativamente hidré6foba, determinada por el nimero de unidades de
glucopiranosa (Figura 1.19 a) y un exterior o superficie hidrofilica (incluso iénica en el
caso de algunos derivados de las CDs nativas) debido a la presencia de grupos hidroxilos
en las posiciones 2, 3, y 6 del anillo de la glucopiranosa. Aunque hoy en dia existen en el
mercado una gran variedad de CDs aniénicas, neutras y catiénicas disponibles para su
uso en CE, las tres CDs nativas neutras son la a, p y y CDs que tienen 6, 7 y 8 unidades de
glucopiranosa, respectivamente y que se caracterizan por tener la misma profundidad y
diferente diametro interno, siendo la f-CD la mas empleada. El mecanismo mas aceptado
para la enantioseparacién de un analito quiral con las CDs, se basa en la formacién de
complejos de inclusién en los que el analito quiral (molécula “guest”) es incluido en el

interior de la CD (molécula “host”), se establecen enlaces con los grupos hidroxilo
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secundarios y se forma el denominado complejo de inclusién “host-guest”, el cual esta
representado en la Figura 1.19 b [128]. Sin embargo, la formacién de esos complejos de
inclusién no es siempre un requisito para la enantioseparacioén, ya que una inclusién
parcial o interacciones intermoleculares externas pueden ser suficientes para la resolucion

enantiomérica de un analito quiral [128].

CAVIDAD APOLAR CARA DE LOS GRUPOS
HIDROXILO SECUNDARIOS

7222

w22

CARA DE LOS GRUPOS
HIDROXILO PRIMARIOS

Figura 1.19. a) Estructura general de una CD. b) Complejo de inclusién de la CD (“host”) y

la molécula (“guest”).

La Figura 1.20.a muestra a modo de ejemplo, el principio de separacién en CD-EKC
para un compuesto quiral neutro, en presencia de una CD aniénica empleando un voltaje
de separacion positivo. En esta situacion, la CD aniénica migrard hacia el dnodo y se
podra detectar en el catodo siempre que el EOF sea mayor que su movilidad
electroforética en sentido contrario. Los solutos neutros que no interaccionen con la CD
migrardn a la misma velocidad que el EOF y originardn un pico a un tiempo de migracién
to. Los solutos que interaccionen parcialmente con la CD se desplazaran hacia el detector a
una velocidad inferior a la del EOF, pero podran ser detectados siempre y cuando la

movilidad de la CD en sentido anddico sea inferior al EOF en sentido catédico.
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Finalmente, los solutos que se incorporen totalmente a la CD migrarén en tltimo lugar.
De este modo, un analito quiral neutro, que tenga dos enantiémeros N; y N, que
interaccionen con las CDs de forma enantioselectiva, experimentara un reparto diferencial
entre las fases acuosa y la CD y originara dos picos a distintos tiempos de migracién, tn1 y
tno, obteniéndose un electroforegrama similar al que se muestra en la Figura 1.20.b. Indicar
que este es un caso particular de separaciéon en CD-EKC de manera que dependiendo de
la naturaleza del analito quiral, de la CD y de las condiciones experimentales se podrian

tener muy diferentes situaciones.

Detector

to te tae

Figura I1.20. a) Representacion del principio de separacion en el modo CD-EKC para un
analito quiral neutro en presencia de una CD aniénica empleando un voltaje de
separacion positivo. b) Electroforegrama teérico que se obtendria para un analito quiral

con un centro estereogénico en las condiciones citadas en a).
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CD-MEKC

En el caso de la separacién de compuestos quirales o no quirales muy hidréfobos, que
tienden a incorporarse totalmente en la pseudofase, no existiendo selectividad de
separacion y/o relacionados estructuralmente, que interaccionan de forma similar con la
pseudofase eluyendo a un mismo tiempo de migracién, puede ser necesario afiadir al
tampoén de separacién una segunda pseudofase. El modo de trabajo de CE mas empleado
en estos casos es CD-MEKC que implica el empleo de CDs y micelas (quirales o no

quirales).

Como ya se ha mencionado, las micelas son agregados que se forman por la adicién de
tensioactivos al tampon de separacion cuando éstos se encuentran por encima de su CMC.
Estas micelas en disolucién acuosa adoptan una estructura esférica, con una parte externa

hidrofilica y otra parte interna hidrofébica (Figura I1.21).

PARTE HIDROFOBICA

PARTE HIDROFILICA

Figura 1.21. Esquema de una micela.
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Existen una gran variedad de tensioactivos que forman micelas en disoluciéon acuosa y
que pueden ser empleados en EKC, siendo el dodecil sulfato sédico (SDS) uno de los que
goza de mayor popularidad, debido fundamentalmente a su elevado poder de
solubilizacién. También se han empleado mucho las sales biliares, que son tensioactivos
biol6gicos quirales que presentan la ventaja adicional de poder ser utilizadas como

selectores quirales, bien solas o en combinacién con CDs [129].

La Figura I.22.a muestra a modo de ejemplo, el principio de separacion en CD-MEKC
para un compuesto quiral neutro, en presencia de una micela quiral aniénica y una CD
neutra. La CD neutra migra hacia el detector a la misma velocidad que el EOF. La micela
aniénica migra hacia el &nodo y podra ser detectada en el catodo siempre que el EOF sea
mayor que su movilidad electroforética en sentido contrario. Los solutos que no
interaccionen ni con la micela, ni con la CD migraran a la misma velocidad que el EOF y
originaran un pico a un tiempo de migracién to. Los solutos que se incorporen totalmente
al sistema micelar y que no interaccionen con las CDs daran lugar a un pico a un tiempo
de migracién tm. Un soluto quiral neutro que tiene dos enantiémeros N1 y N» que
interaccionen con la CD y/o con la micela quiral de forma enantioselectiva
experimentaran un reparto diferencial entre las fases acuosa, micelar y las CDs, dando
lugar a dos picos a distinto tiempo de migracion (tn1 y tn2) entre to y tm y obteniéndose un
electroforegrama similar al que aparece en la Figura 1.22.b. En el caso particular de que el
compuesto no sea quiral, éste interaccionara con la CD y con la micela pero de forma no
estereoselectiva y experimentara un reparto diferencial entre las tres fases, originando un
tnico pico a un tiempo de migracion determinado. La selectividad de separacion en estos
sistemas se modificard cambiando el tipo y concentracién de CD y/o tensioactivo. Hay
que indicar que este es un caso particular de separaciéon en CD-MEKC, de manera que
dependiendo de la naturaleza del analito, la CD y la micela se podran tener muy

diferentes situaciones.
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a) Detector

Catodo

to i b tm
Figura I.22. a) Representacion del principio de separacién en el modo CD-MEKC con un
analito quiral neutro, un tensioactivo aniénico y una CD neutra. b) Electroforegrama

tedrico que se obtendria para la separacién quiral de un analito con un solo centro

estereogénico.

»  Electrocromatografia capilar (CEC)

La CEC es una técnica de separacion hibrida entre HPLC y CE que presenta algunas de

las mejores caracteristicas de cada una de estas dos técnicas, como son la alta selectividad
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de HPLC y la elevada eficacia de CE. Se lleva a cabo en columnas capilares rellenas con
una fase estacionaria, con la que los distintos analitos interaccionan de forma selectiva y
una fase moévil, que se mueve debido a la existencia de un EOF generado por la accién de
un campo eléctrico y que en combinacion con la movilidad electroforética de los analitos
hace que éstos se desplacen hacia el detector. Por tanto, los solutos se separan por la
combinacién de la distribucién que experimentan entre la fase moévil y la estacionaria y si
tienen carga, ademds, por la diferencia en sus movilidades electroforéticas y son

transportados a través de la columna por el EOF y/o por sus movilidades electroforéticas.

Las columnas empleadas en CEC pueden ser de tres tipos: empaquetadas, tubulares
abiertas o monoliticas aunque la mayoria de las aplicaciones se basan en el empleo de

columnas empaquetadas [130].

Aunque la CEC es un modo de separacion que fue concebido para la separacion de
especies neutras, como en el caso de EKC, hoy en dia se emplea también para compuestos
cargados, asi como para compuestos quirales. En este tiltimo caso, la separacién quiral se
puede llevar a cabo de cuatro formas distintas: (i) utilizando un capilar relleno con una
fase estacionaria quiral, (ii) empleando un capilar que es una columna tubular abierta con
una fase estacionaria quiral, (iii) usando una fase estacionaria no-quiral y un BGE que
contiene un aditivo quiral o (iv) con columnas monoliticas [128]. La Tabla 1.7 agrupa los
tipos de columnas y los selectores quirales mas empleados como fases estacionarias o
como aditivos afiadidos al BGE utilizados en CEC [131]. El continuo desarrollo de nuevas
fases estacionarias quirales o la adaptaciéon de las ya empleadas con éxito en HPLC, hace

que el campo de aplicaciéon de la CEC sea cada vez més amplio.
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Tabla L.7. Tipos de columnas y selectores quirales empleados en CEC quiral [131].

Tipo de columna

Selector quiral

Capilares rellenos

Ciclodextrinas

Pequefias moléculas quirales
Proteinas

Poliacrilamidas quirales
Polimetacrilatos quirales
Polisacéridos

Columna tubular abierta

Ciclodextrinas

Albtimina de suero bovino
Polisacaridos

Lactonas quirales

a-Naftil etilamina

Capilares rellenos con
fases estacionarias no
quirales

BGE con ciclodextrinas
BGE con agentes quirales para la formacion de pares iénicos

Columnas monoliticas

Fases estacionarias tipo Pirkle
Ciclodextrinas

Albtmina de suero bovino
Vancomicina

1.5 TECNICAS DE EXTRACCION Y PRECONCENTRACION

Uno de los mayores inconvenientes en la determinacién de contaminantes ambientales

es sin duda las bajas concentraciones a los que estos compuestos se encuentran presentes

en las muestras reales. Asi, es necesario desarrollar métodos de preparaciéon de muestra

que permitan la extraccién selectiva, la preconcentracién y la purificaciéon de los

compuestos de interés con el fin de poder llevar a cabo su posterior determinacién. En

efecto, una de las etapas mas importantes en todo el proceso analitico es la etapa de
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preparacion de muestra, que es por lo general el paso més critico y el que necesita un

mayor tiempo.

Con el fin de seleccionar el método de preparacién de muestra mas adecuado, lo mas
comun es clasificar las muestras segtin su estado fisico en sélidas, liquidas, semisélidas y
gaseosas. En el caso de muestras sélidas y semisélidas los métodos més empleados son la
extraccién solido-liquido, la extraccion soxhlet, la dispersiéon de la matriz en fase sélida
(MSPD), la extracciéon asistida por microondas (MASE), la extraccién con fluidos
supercriticos (SFE), la extraccion acelerada con disolventes (ASE), la disolucion directa o
la homogeneizacién. Para las muestras gaseosas se emplean la purga y trampa, el espacio
de cabeza y la microextraccién en fase sélida (SPME) y para las muestras liquidas las
técnicas mas comtinmente empleadas son la extraccion en fase sélida (SPE), la extraccion
liquido-liquido, la evaporacién, la destilacion, la didlisis, la liofilizacién, la sedimentacion

y la filtracién [103].

A continuacién se describirdn de manera resumida las técnicas de extraccién y/o
preconcentracion empleadas en este trabajo. Dado que una de las técnicas utilizadas
(sample stacking) esta basada en principios electroforéticos, se ha decidido incluir este

apartado después de explicar dichos principios.

1.5.1 Extraccion en fase sd6lida

La SPE es una de las técnicas de preparacion de muestra mas empleadas para la
preconcentracién y/o purificacién de muestras liquidas. Permite eliminar los posibles
interferentes y los residuos sélidos, se minimiza el volumen final de muestra y se
preconcentran los analitos de interés, pudiéndose recuperar los mismos en un disolvente

compatible con la técnica de medida empleada posteriormente [103].

El funcionamiento de la SPE es muy similar al de la cromatografia de liquidos, es decir,
los compuestos se retienen en una fase estacionaria porosa y se eluyen por una fase mévil.

Las fases estacionarias empleadas consisten en un lecho de un adsorbente formado por
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particulas gruesas y de elevada area superficial (silices, resinas poliméricas, anticuerpos
inmovilizados, polimeros de impronta molecular, etc.), retenido entre dos discos porosos

dentro de una columna de reducido tamafio.

La Figura 1.23 muestra el procedimiento bésico para llevar a cabo la preconcentraciéon

por SPE, que consta de cinco etapas:

1. Activacion de la fase estacionaria con un disolvente orgéanico que se emplea para
“humidificar” la misma.

2. Acondicionamiento de la fase estacionaria con el mismo disolvente que contiene
la matriz o la muestra.

3. Retencién de los compuestos de interés por interaccion con la fase estacionaria.

4. Eliminacion de interferentes retenidos en la fase estacionaria mediante el empleo
de un disolvente o una serie de disolventes de fuerza de elucién creciente.

5. Elucién de los analitos con un disolvente adecuado. El adsorbente SPE y las
interacciones del mismo con los analitos determinan el eluyente que debe ser

utilizado.

Acondicionamiento Cargade Lavado Elucién
delafase estacionaria ~ lamuestra

Activacién

Figura I.23. Procedimiento basico de un sistema SPE.
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En los casos en los que la SPE se emplee tnicamente como sistema de purificacién o
limpieza de la muestra, se selecciona un adsorbente que retenga las interferencias y que
permita que los analitos de interés pasen a través de la columna con la matriz de la
muestra. De esta forma, se eliminan los posibles interferentes e impurezas de una forma

répida y sencilla.
Las principales ventajas de la SPE son:

e Existencia de un gran nimero de diferentes fases estacionarias que posibilitan
la correcta eleccion de las mismas de acuerdo con la selectividad que se desee,
permitiendo la extracciéon de compuestos tanto de matrices acuosas como
organicas.

e Disponibilidad de sistemas manuales y automaticos, en discos, cartuchos y
microfibras, con la posibilidad de automatizacién y acoplamiento directo al
sistema de separacion.

e Se puede emplear tanto para pequefias como para grandes cantidades de
muestra. Esto es sobre todo ventajoso para muestras medioambientales, como
agua de rio o que provienen de plantas de tratamiento de efluentes que
contienen analitos contaminantes en muy bajas concentraciones.

e Posibilidad de tratar muestras de diferentes matrices, sin que aparezcan
problemas de formacién de emulsiones y burbujas, como sucede en extracciéon
liquido-liquido.

e Empleo de cartuchos o discos desechables que evitan el contacto fisico del
analista con la muestra, hecho que es especialmente ventajoso sobre todo
cuando se trabaja con fluidos corporales como sangre u orina, ya que se

minimizan los riegos sobre la salud humana.

La principal desventaja de la SPE es que en determinadas ocasiones, el extracto final
obtenido no es compatible con el sistema analitico y por ello en ocasiones el disolvente
debe evaporarse y el residuo redisolverse en un disolvente o disolucién adecuada. Esto

limita su empleo a la extraccién de analitos no volatiles, por lo que es conveniente que el
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disolvente de elucién sea compatible con la técnica de medida que se va a emplear a

continuacién.

1.5.2 Dispersién de la matriz en fase sélida

Desde su introduccién en 1989, la MSPD, que consiste en el aislamiento de los analitos
mediante la dispersiéon de la muestra en un soporte sélido, se ha aplicado a la extraccién
de una gran cantidad de sustancias organicas, tanto exégenas (firmacos, contaminantes,
pesticidas) como enddgenas (componentes de alimentos y bacterias, etc.), siendo
particularmente interesante para la preparacion, extraccién y fraccionamiento de muestras

solidas, semisélidas o viscosas [132].

La Figura 1.24 muestra el esquema basico de un proceso MSPD. En este caso, una
pequena cantidad de muestra (higado, fruta, etc.) se pone en un mortero que contiene una
cantidad apropiada de adsorbente u otro material solido que sirve de soporte. Estos se
mezclan mecénicamente hasta obtener una mezcla homogénea y lo mas fina posible (fase
ligada). A continuacion, la mezcla se transfiere y se compacta en una columna de vidrio o
en un cartucho de extraccién para llevar a cabo la posterior elucién, generalmente de
manera secuencial con disolventes apropiados. El proceso es por tanto un equilibrio de
reparto y adsorcién, que es el responsable de la distribuciéon del analito entre la fase

dispersa y el disolvente de elucion.
La MSPD presenta como principales ventajas [133]:

o La pequefia cantidad de muestra que es necesaria para llevar a cabo el proceso y
el empleo de pequetos volimenes de disolvente.

e La posibilidad de purificar la muestra mediante la elucién de los interferentes con
un disolvente adecuado.

e La opciéon de poder utilizar la técnica para realizar el fraccionamiento de los

componentes de la muestra y obtener de esta manera la fraccién en la que los
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analitos tienden a acumularse (por ejemplo en la fraccién lipidica para

compuestos hidréfobos).

| _Ererre
< o o

E}ﬂuaén
> L3

Figura I.24. Esquema bésico de un proceso MSPD [134].

L

Mezcla Transferenciaa una Compresion
muestra-adsorbente columna
cromatograficao
cartucho

I.5.3 Técnicas de preconcentracion en el capilar basadas en principios

electroforéticos

Aunque la CE ha demostrado ser una técnica de separacién con un gran potencial y
una serie de propiedades realmente ventajosas, tiene una limitacién importante que es la
baja sensibilidad que presenta cuando se emplea deteccién 6ptica. Con el fin de paliar esta
limitacién, una alternativa es el empleo de técnicas de preconcentracién dentro del propio
capilar de separacién (in-capillary). Estas estrategias se basan en las diferencias entre las
propiedades fisico-quimicas de la muestra y el BGE que permiten la preconcentracién de
los analitos dentro del capilar debido a la posibilidad de poder inyectar una mayor

cantidad de muestra sin perder eficacia en la separacién obtenida. La Tabla 1.8 agrupa los
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diferentes métodos de preconcentracion in-capillary que pueden emplearse en CE junto

con el tipo de inyeccién que puede utilizarse en cada caso, el tipo de analito al que se

puede aplicar cada una de ellas, las caracteristicas que debe reunir la muestra y el

aumento de sensibilidad obtenido.

Tabla I.8. Métodos de preconcentraciéon in-capillary empleados en CE.

Tipo de Caracteristicas dela | Aumento de
Método Tipo de Inyeccién
analito muestra sensibilidad*
Movilidad
Isotacoforesis (ITP) Hidrodinamica Cargados intermedia a la de los 100
BGEs
pH diferente al del
Enfoque de pH (IEF) Hidrodinamica Ionizables BCE 50
Preconcentracién por Hidrodinamica Cargados o 10-100
acumulacion de (NSSy LVSS) neutros (EKC) | Menor conductividad
muestra (Sample Electrocinética Cargados o que el BGE 1000
Stacking) (FAAS) neutros (EKC)
Preconcentracion por Cargados y Igual o menor
barrido de muestra Hidrodinadmica afines ala conductividad que el 1000
(Sample Sweeping) pseudofase BGE y sin pseudofase
Acumulacién + Cargados y
Menor conductividad
Barrido Electrocinética afines ala 103-106
que el BGE
(FAAS-Sweeping) pseudofase

*Disminucion del limite de deteccion

» Isotacoforesis (ITP)

Como ya se ha comentado, la CITP se emplea mas como técnica de preconcentracion

que como técnica de separacién. Si tenemos en cuenta el principio de separacién en CITP

explicado en el apartado 1.4.3.1 de esta memoria y también, que el sistema cumple la ley
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de Ohm de manera que la intensidad de corriente, I, va a ser la misma a lo largo de las
bandas de las sustancias separadas y su valor es proporcional al producto del campo

eléctrico, E, por su respectiva conductividad eléctrica, ;, en cada una de las zonas:

IC[kiEi = k]E] = kkEk == kTET

donde los subindices i, j, k representan las distintas zonas, se puede explicar la aplicacién
de la isotacoforesis a la preconcentracién de muestras. En efecto, cuando se inyecta un
soluto muy diluido, al aplicar un E alto la banda se concentra en la interfase con el

tampon frontal y este efecto puede originar un enorme enriquecimiento de trazas.

Las concentraciones de los analitos en cada una de las bandas se ajustan a la
concentracion del ion de tampén frontal de acuerdo con la funcién reguladora de

Kohlraugh [20]:

uepi (uepL + uepc)

Ci=C,
uepL (uepi + uepc)

donde C;es la concentracion de la especie i en la banda del i6n, Ci. es la concentracién del
tampon frontal, ¥ Hepi, MepL ¥ Hepe, sSON las movilidades del la especie i, del ion del tampoén
frontal y del contraiéon en el estado estacionario, respectivamente. La concentracién final
Ci que se obtiene para cada analito, depende de sus propias caracteristicas y de las del

tampon frontal y es independiente de la concentracién original del analito, i.

> Enfoque de pH

En este método de preconcentracién los compuestos, que deben ser ionizables, se
disuelven en un medio de pH adecuado de forma que los analitos de interés se

encuentren en su forma neutra en la region de la muestra. Por otro lado, el BGE tiene que

ser un medio con un pH elevado. En esta situacién, se crea una interfase entre las dos
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regiones que al aplicar el voltaje de separacién se va extendiendo a medida que los
analitos se mueven hacia el detector y de este modo, los analitos que eran neutros
adquieren carga a medida que se desplazan a través del capilar y se focalizan en una

banda estrecha [20].

» Preconcentracion por barrido de muestra (sweeping)

Al contrario que las técnicas de preconcentraciéon descritas hasta el momento, que
solamente son ttiles para analitos cargados, la preconcentracion por barrido de muestra o
sweeping se puede emplear para la preconcentraciéon de analitos neutros. Se utiliza en el
modo EKC, con el fin de separar y preconcentrar analitos neutros empleando una
pseudofase estacionaria (micelas, CDs, antibiéticos, dendrimeros, etc.) que interacciona en
distinta medida con cada uno de los analitos provocando de esta manera la separacion de
los mismos. La preconcentraciéon por barrido de muestra se produce por la acumulacién
de los analitos en la fase pseudoestacionaria, que entra en la zona de la muestra cuando se
aplica el voltaje de separacion [135]. Para ello, es importante que los analitos estén
disueltos en un medio electroforético libre de fase pseudoestacionaria ya que es ésta la

que produce la preconcentracién del analito por barrido de la muestra.

> Preconcentracion por acumulacion de muestra (sample stacking)

Finalmente y debido a que en este trabajo de investigaciéon se ha empleado la
preconcentracién por acumulacién de muestra (sample stacking), este método de

preconcentracion se describira con mas detalle.

Fue descrito por primera vez por Tiselius y col. [136] y consiste en la preconcentraciéon
de la muestra dentro del capilar debido a las diferencias entre la velocidad electroforética
que poseen los analitos dentro de la regiéon de la muestra y la velocidad electroforética
que poseen dentro del BGE a causa de las distintas conductividades que presentan ambas

zonas. La Figura 1.25 muestra el fenémeno de preconcentracién por acumulacion de la
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muestra (stacking) que se produce cuando se lleva a cabo la inyeccion hidrodindmica de
una muestra disuelta en una matriz de menor conductividad que el BGE. En este caso y en
un primer momento los analitos se encuentran disueltos en la region de la muestra, que es
una zona de baja conductividad. Al aplicar un voltaje de separacién, los analitos se
desplazan segiin su movilidad electroforética y el EOF y llegan a la zona de la interfase
entre la muestra y el BGE. Debido a que el BGE posee una baja conductividad, los analitos
experimentan una disminucién de su velocidad y se acumulan en esta regién. Finalmente,

se desplazan hasta el detector en bandas estrechas perfectamente delimitadas.

o
- I

e
)
!

— )

+ I

Figura I1.25. Diagrama esquematico de la preconcentracién por acumulacién de muestra

(stacking) en CE.

En este modo de preconcentracién in-capillary, los disolventes empleados para la
muestra suelen ser agua, un tampén de menor concentracién que el BGE o bien
acetonitrilo, cuya resistividad favorece el efecto de acumulacién. Este método de
preconcentracion se conoce en su modo mas sencillo como inyeccion con acumulacion

normal de muestra (Normal Sample Stacking, NSS) y permite aumentar el volumen de
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muestra introducido en el capilar hasta llenar entre el 10 y el 20 % del volumen total del
capilar sin perder eficacia, mientras que en una inyeccion hidrodindmica convencional no

se debe sobrepasar el 1-2 % de la longitud total del capilar.

Una variacién del método anterior es la denominada inyeccién por acumulacién de un
gran volumen de muestra (Large-Volume Sample Stacking, LVSS). En este caso, es posible
llenar el capilar practicamente en su totalidad con la muestra disuelta en un tampén de
baja conductividad, a continuacién se lleva a cabo una etapa de eliminacién de la matriz
aplicando una diferencia de potencial negativa (polaridad inversa) y finalmente se aplica

la polaridad normal para llevar a cabo la separacion.

El fenémeno de stacking descrito también puede producirse cuando la introducciéon de
la muestra se realiza mediante inyeccién electrocinética, método de preconcentracién que
se conoce como acumulacion de muestra por amplificacion de campo (Field-Amplified
Sample Stacking, FASS). En este caso, se inyecta la muestra también disuelta en un medio
de baja conductividad, en modo electrocinético. En este tipo de inyeccién la introduccién
de los analitos en el capilar depende del EOF, y principalmente, de la carga y movilidad
electroforética de la misma. Asi, es posible aumentar la cantidad de iones introducida,
evitando el llenado de un gran volumen de muestra dentro del capilar, lo que se traduce
en un aumento de la concentracién de los analitos en una banda estrecha al comienzo del
capilar. Frecuentemente, antes de la inyeccién de la muestra se introduce en el capilar una
pequeiia cantidad de un disolvente de alta resistividad (agua o acetonitrilo), lo que
permite asegurar una adecuada amplificacion del campo eléctrico, y asi aumentar ain

mas la sensibilidad.

78



Introduccion

1.6 ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS DE LA SEPARACION Y
DETERMINACION DE INSECTICIDAS PIRETROIDES Y FUNGICIDAS,
PCBs Y SUS METABOLITOS METILSULFONADOS, FTALATOS,
FARMACOS TIREOSTATICOS Y HORMONAS ESTEROIDEAS.

De todos los contaminantes quimicos que se han mencionado a lo largo de este
capitulo, este trabajo de investigacion se ha centrado en la separaciéon y determinacién de
insecticidas piretroides y fungicidas, PCBs y sus metabolitos metilsulfonados, ftalatos,
farmacos tireostaticos y hormonas esteroideas. A continuaciéon, se describiran los
antecedentes bibliograficos correspondientes a cada uno de los grupos de compuestos

mencionados.

Como ya se ha puesto de manifiesto, los pesticidas se consideran contaminantes
quimicos prioritarios debido fundamentalmente a su uso masivo en todo el mundo.
Ademas, muchos de ellos presentan quiralidad, propiedad que juega un papel
fundamental en sus caracteristicas y toxicidad. Por tanto, es de especial importancia su
determinaciéon enantiomérica con el fin de estudiar los procesos de degradaciéon
enantioselectivos que se dan en el medioambiente, la metabolizacién enantioespecifica
que se da en los seres vivos, asi como, controlar la pureza de las formulaciones

comerciales disponibles en la actualidad.

Los insecticidas piretroides, son derivados sintéticos de las piretrinas naturales y
fueron sintetizados por primera vez en el afio 1949 con el fin de mejorar la actividad
insecticida y la estabilidad de éstas [137]. Si se comparan con otros pesticidas como por
ejemplo los organofosforados o carbamatos, poseen una menor toxicidad para los
mamiferos [138], sin embargo, hacia los organismos acuéticos presentan una toxicidad
muy alta llegando a obtenerse valores de concentracion letal (LCso) por debajo de 1 ppb

[139].

Précticamente todos los insecticidas piretroides presentan quiralidad. El ntimero de

centros quirales para la mayoria de ellos varia entre uno y tres y por tanto, nos podemos
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encontrar con dos, cuatro u ocho enantiémeros de un mismo compuesto [140], por lo que
se les considera el grupo de pesticidas con mayor grado de quiralidad [141]. Ademas, se
ha comprobado que para estos insecticidas existe una estrecha relacién entre la
configuraciéon de la molécula y su actividad, toxicidad hacia organismos acudticos o
persistencia en el medioambiente [140]. Sin embargo, la selectividad enantiomérica de los
piretroides ha sido generalmente ignorada en el andlisis medioambiental debido
fundamentalmente a la gran dificultad de separacién de los enantiémeros y a la falta de

estandares.

En términos generales se puede decir que la toxicidad y la actividad insecticida de los
piretroides depende de la configuracion molecular, siendo los enantiémeros R
aproximadamente unas 25 veces mas efectivos como insecticidas que los enantiémeros S
[142]. Para aquellos piretroides que ademas poseen un carbono bencilico sustituido con un
grupo ciano (por ejemplo fenvalerato y cipermetrina), la configuraciéon S de este centro
estereogénico es mas efectiva como insecticida y a la vez mas téxica para los organismos
acuaticos en un factor de 20-100 veces si se compara con el enantiémero R [143]. Por otro
lado, los isémeros cis son por norma general mas toxicos hacia los invertebrados acuéaticos

que los isémeros trans [143].

La separacién enantiomérica de insecticidas piretroides se ha llevado a cabo por CE,
HPLC, GC y cromatografia de fluidos supercriticos (SFC). La GC ha sido ampliamente
empleada para la separaciéon quiral de pesticidas en general debido fundamentalmente a
los buenos limites de detecciéon que ofrece en comparacién con otras técnicas
cromatogréficas. Sin embargo, presenta la limitacién de que las elevadas temperaturas
que se tienen que utilizar pueden afectar de manera significativa a las relaciones
enantioméricas determinadas, dando lugar a resultados incorrectos. A pesar de ello,
existen en la bibliografia diferentes trabajos que utilizan la GC para la separacién
enantiomérica de insecticidas piretroides, en los que por lo general, se emplean columnas
capilares quirales con rellenos basados en CDs. Por otro lado, la HPLC ademas de ser una
técnica rapida y no destructiva, no produce la epimerizacion de los analitos en el inyector.

Estas dos caracteristicas unidas al hecho de que existen una gran variedad de columnas
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quirales disponibles comercialmente para ello, hace que el nimero de insecticidas
piretroides que han sido separados enantioméricamente mediante esta técnica sea
bastante elevado. Por SFC, solamente existe en la bibliografia un trabajo que describe la
separacion quiral de dos insecticidas piretroides y se han publicado seis articulos
relacionados con la separacién quiral de estos compuestos por CE. En este altimo caso, los
modos de trabajo mas empleados han sido MEKC en presencia de tensioactivos quirales
[144, 145] y CD-MEKC con tensioactivos quirales y no quirales y CDs neutras [146, 147],
debido muy posiblemente a la elevada hidrofobicidad que presentan la mayoria de los
insecticidas piretroides. S6lo en uno de estos trabajos se emplea el modo CD-EKC con una
CD catiénica aunque en este caso los compuestos objeto de estudio no fueron los
piretroides neutros sino sus acidos [148]. También se ha empleado como modo de trabajo
la CEC con una columna quiral rellena de Me-p-CD [137]. La deteccién empleada en todos
los casos ha sido la deteccion UV-Vis o bien la fluorescencia inducida por laser (LIF)

previa derivatizacién de los piretroides.

Las caracteristicas de los insecticidas piretroides junto con las metodologias
desarrolladas para su separacién y determinacién enantiomérica se han agrupado en el
articulo de revision publicado durante la realizacién de esta Tesis Doctoral y que se
incluye al final de este capitulo (articulo 1). Este articulo agrupa los trabajos que se habian

publicado hasta la fecha en relacién a este tema.

Indicar que el piretroide estudiado en este trabajo, cis-bifentrina, no habia sido
separado enantioméricamente nunca por CE. Sin embargo, si existian en la bibliografia
métodos desarrollados para la separacién quiral de este compuesto por HPLC [149-153],
alcanzandose resoluciones enantioméricas de 3 en tiempos de andlisis que variaban entre
los 12 y 18 min, y por GC [140, 154-156] con columnas de $-CDs obteniéndose tiempos de
andlisis siempre superiores a 55 min. Algunos de los métodos desarrollados para la
separacion quiral de cis-bifentrina, tanto por GC como por HPLC, habian sido aplicados a
la determinacién de los enantiémeros de este compuesto en muestras medioambientales

(suelo, sedimentos y aguas) y bioldgicas.
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Otro grupo de pesticidas con gran importancia no solo por su ubicuidad, sino también
debido a que la quiralidad que presentan juega un papel fundamental en sus propiedades
pesticidas y toxicoldgicas, son los fungicidas. En general, HPLC es la técnica que se ha
empleado en mayor medida con esta finalidad con fases estacionarias derivadas de
polisacéridos, en particular aquellas derivadas de celulosa y amilosa. Con respecto a la
GC y SFC existen muy pocos trabajos y ademas, el nimero de fungicidas separado
quiralmente es mucho mas limitado. Finalmente, la CE que goza de gran popularidad en
este campo, se ha empleado siempre en el modo de separaciéon EKC con CDs como
selectores quirales. A pesar de que la deteccién 6ptica no proporciona una sensibilidad
adecuada para el andlisis de muestras medioambientales, el empleo de los métodos de
preconcentracion in-capillary soluciona en parte este inconveniente, aumentando la
sensibilidad y permitiendo el andlisis de muestras que contienen los analitos de interés a
bajas concentraciones. Indicar, que a pesar de la multitud de trabajos publicados en
relacién a la separacion quiral de fungicidas, especialmente por HPLC y CE, la mayoria de
ellos se centran en la separacién quiral de fungicidas tipo conazol y/o amida, siendo los
demas grupos muy poco estudiados. Ademads, incluso dentro de estos dos grupos de
compuestos el ntimero de ellos separados es muy limitado por lo que el desarrollo de

nuevas metodologias quirales se hace necesaria.

Los antecedentes bibliograficos correspondientes a la separaciéon enantiomérica de
fungicidas por CE, HPLC, GC y SFC se agrupan en el articulo de revisién (articulo 2)
publicado durante la realizacién de esta Tesis Doctoral y que se incluye al final de este

capitulo.

Para los dos fungicidas objeto de estudio en este trabajo de investigacién, metalaxil y
benalaxil, solamente existian en la bibliografia dos trabajos previos por CE para la
separacion quiral de metalaxil [157, 158] y ninguno para benalaxil. En el caso del metalaxil
en ambos trabajos se utiliz6 deteccion UV-Vis y se emplearon CDs como selectores
quirales, bien solas (55 mM succinil-p-ciclodextrina (succ-B-CD)) en el modo de trabajo
CD-EKC [158], o en combinacién con tensioactivos (40 mM y-CD - 100 mM SDS) en el

modo de trabajo CD-MEKC [157]. En el mejor de los casos se obtenia una resolucion de los
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enantidmeros de metalaxil de 1.68 en aproximadamente 19 min [158]. Ademas, cabe
destacar la elevada concentracion de CD que se empled, siempre igual o superior a 40
mM. Con respecto al empleo de otras técnicas de separacién, la GC se ha utilizado poco
para la separacion quiral de este compuesto, mayoritariamente acoplada con la deteccién
por MS y a excepcién de un trabajo, que emplea una columna fenilo [159], con columnas
capilares derivadas de la p-CD. En cualquier caso, las resoluciones obtenidas no fueron
nunca muy superiores a linea base en tiempos que oscilaron entre los 12 y los 29 min. Por
el contrario, los enantiémeros de metalaxil habian sido separados quiralmente por HPLC
en numerosos trabajos empleando mayoritariamente columnas empaquetadas derivadas
de celulosa, o bien, derivadas de amilosa [160, 161] e incluso de amilopectina [162] y
obteniéndose resoluciones enantioméricas comprendidas entre 1.13 y 9.43 en tiempos de

analisis que varfaban entre 10 y 40 min.

Benalaxil inicamente se habia separado enantioméricamente por HPLC con columnas
derivadas de celulosa a excepcion de un trabajo en el que se emplea una fase estacionaria
quiral derivada de amilopectina [162]. Las resoluciones obtenidas estaban comprendidas

entre 1.01 y 7.84 y los tiempos de analisis variaban entre 10.5 y 50 min.

Destacar que a pesar del gran potencial que ha mostrado la CE en el campo de las
separaciones quirales, en el caso de los insecticidas piretroides y fungicidas esta técnica de
separacion ha sido muy escasamente empleada previamente y el nimero de compuestos a
los que se ha aplicado es bastante limitado, tal y como ya se ha puesto de manifiesto. Sin
embargo, la CE es una técnica idénea en el campo de las separaciones quirales, debido
fundamentalmente a la gran versatilidad que ofrece y al amplio abanico de selectores
quirales que pueden ser empleados lo que permite separar un gran nimero de

compuestos de muy diversa naturaleza.

Los PCBs son compuestos organoclorados sintéticos ampliamente utilizados en
procesos industriales desde el afio 1929 [163]. Presentan una alta estabilidad quimica y
una baja inflamabilidad, caracteristicas que los hacen muy apropiados para ser empleados

en diferentes campos como en la sintesis de los fluidos dieléctricos que usan los
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condensadores y transformadores, como lubricantes, como aditivos en tintas y pinturas,

como aditivos en plasticos, etc.

Poseen propiedades lipofilicas, y por tanto es muy comdn que tiendan a
bioacumularse en los seres vivos a través de la cadena tréfica [164]. Asi, y a pesar de haber
sido prohibidos en Estados Unidos y Europa en los afios 70, todavia hoy en dia se pueden
encontrar en el medioambiente y en los seres vivos [165]. En este sentido, el Convenio de
Estocolmo que entré en vigor en el afio 2004, es uno de los mas ambiciosos proyectos que
existen internacionalmente para poner freno al avance de los POPs, entre los que se
incluyen los PCBs. ElReglamento 850/2004/CE sobre contaminantes organicos
persistentes se elaboré con vistas a eliminar la emisiéon de las sustancias sujetas al
Convenio de Estocolmo, y para establecer disposiciones relativas a los residuos
procedentes de estos compuestos o de materiales que los contengan o estén contaminados

por ellos [166].

Los PCBs estan formados por dos anillos arométicos unidos por un enlace C-C y
sustituidos total o parcialmente por sustituyentes cloro en las diez posiciones libres de su
molécula. Aunque existen 209 congéneres diferentes, solamente 135 de ellos se encuentran
en las mezclas comerciales mas habituales como son Aroclor, Clophen, etc. Algunos PCBs
presentan quiralidad axial en su conformacién no planar, concretamente aquellos que
tienen tres o cuatro atomos de cloro en las posiciones orto [167]. De esta manera, existen
78 congéneres que presentan quiralidad, aunque solamente 19 de ellos son estables a
temperatura ambiente y tinicamente 12 (PCB 84, 88, 91, 95, 131, 132, 136, 149, 171, 174, 183

y 196) estan presentes en las mezclas comerciales indicadas.

Los PCBs se producen a nivel industrial de forma racémica y llegan al medioambiente
en forma de racemato. Sin embargo, los multiples procesos biolégicos a los que se ven
sometidos hacen que esta composiciéon quiral se pueda alterar, especialmente cuando
entran en contacto con algin tipo de organismo vivo puesto que se ponen en juego
procesos metabdlicos enantioselectivos [23]. En este sentido y en el campo del

medioambiente, su determinacién individual implica la evaluacién de la toxicidad real de
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cada uno de los enantiémeros, asi como, el estudio de los mecanismos de degradaciéon de

cada uno de ellos.

Cuando los PCBs son metabolizados por los seres vivos se forman principalmente dos
tipos de metabolitos: los OH-PCBs y los MeSO,-PCBs. En teoria, estos metabolitos son
mas solubles y por lo tanto se podrdn excretar mas facilmente. Sin embargo, diversos
estudios han demostrado que pueden ser igual o incluso maés persistentes que los PCBs
originales, especialmente en el caso de los MeSO,-PCBs [168]. Al igual que sucede con los
PCBs, los MeSO,-PCBs también presentan quiralidad, de manera que es de gran interés la
determinacién enantioselectiva y simultanea de ambas familias de compuestos con el fin

de entender el metabolismo de los mismos.

Con respecto a la separacién quiral de PCBs y sus correspondientes metabolitos
MeSO,-PCBs, las Tablas 1.9 y 1.10 agrupan todos los trabajos correspondientes a la
separacion enantiomérica de estos dos grupos de compuestos por GC. Como se puede
observar en la Tabla I.9, para la separacion quiral de PCBs por GC, se han empleado una
gran variedad de columnas quirales, todas ellas derivadas de CDs. Alguna de las mismas,
como por ejemplo la G-TA Chiraldex, han permitido la separacién simultanea de hasta 16
PCBs [169]. La mayoria de las muestras en las que se han determinado estos compuestos
de forma enantioselectiva, son alimentos [170-172], muestras medioambientales [169, 173-
175] y muestras biolégicas [176], siendo diversos los sistemas de deteccion empleados

como el ECD, p-EDC, FID y MS.

Por otro lado y en relacién a la separacion quiral de los MeSO»-PCBs (Tabla 1.10),
todos los trabajos que aparecen en la bibliografia estan enfocados a la determinacion de
los atropoisémeros de los mismos en muestras bioldgicas [168, 177-180] y huevos [181] y

en todos ellos se emplean columnas modificadas con CDs.
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Teniendo en cuenta que los MeSO,-PCBs se forman a partir de los PCBs, la
determinacién simultanea de los dos grupos de congéneres podria dar una informacién
muy valiosa acerca de los procesos metabdlicos de los PCBs [178]. Ademé&s mediante su
determinacién enantioselectiva, la informacién correspondiente al metabolismo de los
PCBs en los distintos organismos seria atin mas completa, ya que como se ha puesto de
manifiesto en el apartado 1.2 de este trabajo, los mecanismos de la maquinaria celular son
enantioselectivos. Sin embargo, en el momento de la realizacion de este trabajo de
investigaciéon nunca se habia llevado a cabo la separacién enantioselectiva simultanea de
ambos tipos de compuestos lo que ha constituido uno de los objetivos de esta Tesis

Doctoral.

En los dltimos afios se ha prestado especial atencién a los ftalatos, en gran parte por los
indicios que demuestran la toxicidad de los mismos [79, 187]. En efecto, estudios en
animales han demostrado su comportamiento como disruptores endocrinos [188] y como
compuestos carcinogénicos [189], teratogénicos y mutagénicos [190]. Ademas, con el fin
de evaluar la exposicion del ser humano a estos compuestos, desde el afio 1990 se lleva a
cabo la determinaciéon de ftalatos y sus metabolitos en orina como parte de estudios y
programas de monitorizacion [191, 192], habiéndose encontrado limites de exposicién que

evidencian los potenciales riesgos que presentan para la salud [187].

Los ftalatos son dialquil o alquil aril ésteres del acido 1,2-bencenodicarboxilico [193]
que se emplean de forma masiva en la sociedad actual en distintos campos como son la
cosmética, la fabricacion de pinturas y barnices, en el envasado de diversos productos, etc.
En este sentido los ftalatos de mayor peso molecular son comtnmente afiadidos como
aditivos en plasticos, especialmente en el cloruro de polivinilo (PVC) y en aquellos
destinados al envasado de alimentos, aumentando la flexibilidad de los mismos [194]. Al
ser mezclados con el polimero en diferentes proporciones, se obtienen materiales de
distinta flexibilidad que pueden ser utilizados en la elaboracién de un gran ntimero de
productos como son tubos, valvulas, juguetes, chupones, etc. En todos estos materiales los
ftalatos no estdn unidos quimicamente al polimero y por tanto, pueden migrar muy

facilmente llegando asi al medioambiente o a los productos alimenticios envasados con
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ellos [195]. Por otro lado, los ftalatos de menor peso molecular son empleados en la
produccion de adhesivos, cosméticos, insecticidas y en la industria textil [196]. En efecto,
hoy en dia practicamente todos los productos de consumo contienen trazas de ftalatos,
bien porque son afiadidos al producto en si o bien, como consecuencia del recipiente de

envasado.

En cosmética, los ftalatos se afiaden a las formulaciones de forma intencionada como
solubilizadores, para aumentar la persistencia de los perfumes o para mejorar la
penetracién de los cosméticos en contacto con la piel. Asi se pueden encontrar ftalatos en
esmaltes de ufas, cremas, geles, champus, desodorantes, perfumes, etc., [197] que no
permanecen en la capa mas superficial de la piel, sino que se absorben y pasan a la sangre.
Ademas, hay que considerar que a pesar de que se encuentran en bajas concentraciones,
son productos que la mayoria de las personas, especialmente las mujeres, emplean a
diario y por tanto, la cantidad de sustancias dafiinas que termina entrando en nuestro

organismo puede llegar a ser bastante elevado.

Por todos estos motivos, el uso de ftalatos estd cada vez mas controlado y de hecho, en
el caso de los cosméticos la Unién Europea, a través de la normativa 76/768/ECC,
prohibe totalmente el empleo de los ftalatos dietil hexil ftalato (DEHP), dibutil ftalato
(DBP) y butil benzil ftalato (BBP) en estos productos. Sin embargo, existe muy poca
informacién acerca de los niveles de ftalatos en productos cosméticos y de higiene
personal. Por ello, se hace necesario desarrollar métodos rédpidos y sencillos que permitan

su determinacion en diferentes matrices.

La separacion y determinacion de ftalatos parentales ha sido frecuentemente realizada
por GC, debido principalmente a la elevada volatilidad y estabilidad térmica que
presentan estos compuestos. En efecto, en una revisiéon bibliogréifica relativamente
reciente [198] en la que se recoge la informacién referente a los métodos de separacion
empleados en la determinacion de ftalatos parentales y otros compuestos utilizados en la
fabricacién de plasticos, queda patente la gran aplicabilidad de la GC en este campo,

especialmente acoplada a MS. Por otra parte la HPLC y la CE, aunque son técnicas que
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han cobrado protagonismo en la tdltima década en este campo se han empleado
muchisimo menos. En efecto, por HPLC existen en la bibliografia quince trabajos
dedicados a la separaciéon y determinacién de ftalatos parentales en diferentes tipos de
matrices, principalmente aguas naturales [199-202], aguas embotelladas [203, 204] y otro
tipo de bebidas [203, 205]. En ellos se estudia fundamentalmente la posible migracion de
los ftalatos desde el plastico de embasado a la bebida. También, se han determinado en
otros tipos de muestras como orina, leche [206] y muestras biol6gicas [207-210]. En el caso
concreto de la CE, el ntimero de trabajos descritos en la bibliografia es muy limitado como
lo es también el tipo de muestras en las que se han determinado y el ntimero de ftalatos
que se pueden separar de forma simultidnea. Asimismo, los analitos estudiados se limitan

a los ftalatos mas hidrofébicos [211, 212].

La Tabla I.11 agrupa los trabajos publicados en relacién a la separacion de ftalatos por
CE. Debido al carécter neutro de los ftalatos parentales en todo el rango de pH, el modo
de trabajo mas empleado ha sido MEKC con tensioactivos aniénicos, en particular SDS
[211-215], aunque también se ha utilizado colato sédico (SC, sal biliar) [216]. Destacar que
los tiempos de analisis obtenidos son en todos los casos largos para tratarse de una técnica
como la CE. Solamente en uno de los trabajos, que emplea el modo CEC, se obtuvieron
tiempos de andlisis inferiores a 10 min [217]. Ademas, a pesar de la presencia de este tipo
de compuestos en todo tipo de muestras, las matrices estudiadas son bastante escasas
limitdndose a muestras de suero, suelos y pélvoras y no existiendo ningtin trabajo que
describa la determinacién de los ftalatos parentales en productos cosméticos aun
existiendo normativa relativa a la prohibiciéon de algunos de ellos en este tipo de

muestras.
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Los agentes tireostaticos son un grupo de sustancias que inhiben la accion del tiroides,
lo que provoca una disminucién de la produccion de las hormonas tiroideas:
triiodotironina (I3) y tiroxina (T4) [218]. Aunque en su origen también se les denominé
“anti-hormonas”, este término no es del todo correcto porque las anti-hormonas
contrarrestan la accién de las hormonas pero no impiden su produccién, como es el caso
de los tireostéticos [219]. Los tireostaticos se pueden dividir en dos grupos principales:
naturales y sintéticos, siendo estos ultimos los que se han estudiado en este trabajo de
investigacién. Se consideran tireostaticos naturales los iones inorganicos de litio (Li*), el
perclorato (ClO*) y el tiocianato (SCN) [220], mientras que los tireostaticos sintéticos son
tioamidas de bajo peso molecular, polares y de caracter anfétero. Una de las caracteristicas
principales de todos ellos es la existencia de una unién nitrégeno-carbono-azufre, y es
probablemente en esta unién, donde reside la accién inhibidora del tiroides que presentan

dichos compuestos.

Los farmacos tireostaticos se emplean en el tratamiento del hipertiroidismo y la
enfermedad de Grave en medicina convencional, pero también se han usado durante
muchos afios para el engorde rapido del ganado, siendo los mas empleados para este fin
el tapazol (TAP) y el mercaptobencimidazol (MBI) [218]. Estos compuestos pueden ser
administrados oralmente, son baratos y relativamente féaciles de conseguir en el mercado
negro. Se afaden al pienso y se administran al ganado durante un periodo de 40 dias
antes del sacrificio del mismo, inhibiendo la accién del tiroides y provocando una
acumulacién de grasa y un aumento de la retencién hidrica, siendo por tanto su efecto
relativamente rapido. Asi, es indudable que la utilizacién de los mismos supone un fraude
para el consumidor ya que la ganancia de peso obtenida en el animal no es debida a un
aumento de su masa cérnica sino a una retencion hidrica. De esta manera, la carne
obtenida no solo es de menor calidad sino que ademads, se vende agua a precio de carne
[221]. Por otra parte, existen indicios que demuestran que pueden ser teratogénicos y
carcinogénicos por lo que el consumo de carnes y productos carnicos que provienen de
animales tratados con dichos formacos puede suponer un riesgo para la salud publica, por

lo que es de gran importancia evitar y controlar su uso [222, 223].
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En Espafia la normativa sobre promotores del crecimiento data del afio 1963, en el que
se prohibi6 el uso de estrégenos para el engorde de pollos, aunque estaba permitido su
empleo, junto con el de los tireostaticos en otros animales. En el afio 1977 se aprobé la
legislaciéon que limita su uso estrictamente en el campo veterinario. En la Unién Europea
estd completamente prohibido su uso desde el afio 1981 [224], en el que se publico la
directiva 81/602/CE [224], que fue posteriormente modificada por la directiva 85/358/CE
[225] con el fin de garantizar una aplicacién uniforme de la legislacion referente a la
deteccién y la monitorizaciéon de tireostaticos en los Estados Miembros de la Unién
Europea [225]. Posteriormente, la directiva 96/22/CE [226] estableci6é la prohibicién de
importar de otros paises carne y productos de origen animal que hubieran sido tratados
con dichos farmacos y la directiva 96/23/ CE [227] estableci6 las caracteristicas que deben
reunir los métodos analiticos empleados para la determinacién de los tireostaticos en
productos alimenticios, asi como la normativa referente a los residuos de tireostaticos en

estas muestras.

Por otro lado, para la correcta implantacion de la directiva 96/23/CE es necesario
especificar los criterios de interpretaciéon de los resultados analiticos obtenidos. Los
aspectos basicos de dicha directiva se recogen en la Decisiéon de la Comisiéon Europea
2002/657/CE [228], que establece los procedimientos y los criterios para la determinaciéon
de residuos de tireostaticos en productos de origen animal. La finalidad de este protocolo
es la identificacion inequivoca de los compuestos, empleando para ello la espectrometria
de masas como sistema de deteccién en otro modo de adquisicién que no sea full-scan. Se
basa en el empleo de diversos puntos de identificacién para la determinacién de cada
sustancia, siendo necesarios al menos cuatro puntos de identificaciéon (el tiempo de
retencién del analito, dos transiciones MRM para cada compuesto y la abundancia
relativa de dichas transiciones) para la confirmacién de la presencia de sustancias

prohibidas en muestras alimentarias.

El carécter altamente polar y anfotérico de estos compuestos y su habilidad para
adoptar diversas formas tautoméricas, afecta negativamente a la extracciéon y a la

separacion cromatografica de los mismos y ademas, debido al reducido tamafo de las
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moléculas la deteccién por MS proporciona en general una escasa sensibilidad. Por ello, la
mayoria de los trabajos encontrados en la bibliografia emplean una derivatizaciéon previa
de los analitos de forma que se produce un derivado de mayor peso molecular, menor
polaridad y mucho mas estable [222, 229]. La separacién y determinacion de farmacos
tireostaticos se ha llevado a cabo principalmente por HPLC, aunque en menor medida,
también se encuentran en la bibliografia trabajos que utilizan las técnicas de CE y GC. Con
respecto a la CE, existen tinicamente cuatro trabajos en los que se emplea el modo CZE
con deteccion UV-Vis [230, 231], LIF [232] o electroquimica [233] y los métodos
desarrollados se aplican a muestras de orina y piensos, siendo el nimero maximo de
compuestos separados simultdneamente de cinco [233]. Por otra parte, la GC se ha
utilizado como técnica de separaciéon para la determinacién de farmacos tireostaticos en
siete trabajos en los que se emplea detecciéon por espectrometria de masas [234-240], a
excepcion de uno de ellos en el que se emplea también el detector de nitr6geno-fésforo
[241]. Los métodos desarrollados por GC se han aplicado a muestras de tejido animal
(tiroides y tejido muscular) [234, 235, 237-239], orina [236, 240, 241] y leche [236]. La Tabla
I.12 recoge los métodos desarrollados para la determinacién de farmacos tireostaticos por
HPLC. Las muestras en las que se ha llevado a cabo su determinacién son principalmente
muestras biolégicas (orina, tiroides, tejidos), excepto en un trabajo donde la determinacién
se llevo a cabo en formulaciones farmacéuticas comerciales [242]. Teniendo en cuenta que
aunque dichos farmacos se emplean en el tratamiento de enfermedades del tiroides,
también es comun la administracion de estos farmacos al ganado con fines no
terapéuticos, no es de extrafiar su presencia en el medioambiente a partir de la excrecién
de los mismos. Sin embargo, no existia ninguna metodologia analitica desarrollada para la
determinacién de farmacos tireostaticos en muestras de agua por ninguna de las técnicas
mencionadas. Por todos estos motivos, es necesario el desarrollo de métodos de
separacion y determinacién de farmacos tireostaticos que eliminen la etapa previa de
derivatizacion, que reduzcan el tiempo de preparacion de muestra y que permitan obtener

LODs adecuados en muestras medioambientales.
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Finalmente, a lo largo de los ultimos afios, la problematica sobre los residuos de
hormonas esteroideas en los alimentos ha despertado un gran interés debido
fundamentalmente al impacto que los disruptores endocrinos tienen sobre la salud
humana y el medioambiente [256, 257]. Asi, y a pesar de que muchas hormonas
esteroideas son naturales y cumplen una funcién vital en el organismo (por ejemplo en la
reproduccién) el consumo de elevadas concentraciones de las mismas a través de los
alimentos supone un riesgo para la salud. Ademas, existen multitud de hormonas que son
sintéticas y que no se deberian encontrar en la naturaleza, pero que han sido empleadas
durante afios con fines ilicitos, como por ejemplo para el engorde rapido del ganado, y

que suponen también un gran riesgo para la salud.

La administracién de promotores del crecimiento anabdlicos en animales esta
actualmente prohibido en la Unién Europea {226] debido, como se ha dicho, al riesgo
potencial que representan para la salud humana [258]. Sin embargo, a veces se ignoran
estas normativas con el fin de obtener beneficio econémico en la cria del ganado. Una
pequena parte de estos compuestos es excretada y por tanto llega al medioambiente; sin
embargo, la mayor parte de estos compuestos permanece en el animal. De esta manera,
hay que considerar que el consumo de carnes y productos de origen animal, como la

leche, puede ser una fuente importante de ingesta de hormonas esteroideas.

La leche es un alimento muy consumido mundialmente por su elevado valor
nutricional. Sin embargo, en los dltimos afios se ha cuestionado su seguridad ya que
puede constituir también una fuente muy importante de hormonas esteroideas [259] en la
dieta humana pues contiene de forma natural algunos estrégenos como estrona (E1),
estradiol (E2) o estriol (E3). Se ha observado que el consumo por parte de los seres
humanos de altos contenidos de dichas hormonas puede estar estrechamente ligado a los
problemas reproductivos que se conocen en la actualidad [260] o incluso, al desarrollo de
algunos tipos de céncer [261]. Ademads, también pueden aparecer otras hormonas
esteroideas no-naturales, como por ejemplo dietilestilbestrol (DES) o etinilestradiol (EE2),
que se han administrado al ganado durante su desarrollo con el fin de obtener el engorde

rapido del animal.
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Existen numerosos trabajos que han llevado a cabo la separacién y determinacién de
hormonas esteroideas en muestras de leche tanto por GC como por HPLC. La GC,
especialmente acoplada a MS, es una técnica que goza de gran popularidad en este campo
y existen un gran namero de trabajos bibliograficos que describen nuevas metodologias
por esta técnica [262, 263]. Todos ellos, incluyen una etapa previa de derivatizaciéon de los
analitos que supone un gran consumo de tiempo, por lo que la HPLC se presenta como
una alternativa a la GC y de hecho, podemos encontrar algunos trabajos que emplean ya
esta técnica para la determinacién de hormonas esteroideas en leche [264-266]. La Tabla
I.13 agrupa los articulos publicados en relacién a la determinacién de hormonas
esteroideas en leche por HPLC. En general, en estos trabajos se utiliza la SPE o la
extraccion liquido-liquido (con menos frecuencia) para la extracciéon de las hormonas y la
MS como sistema de deteccién debido a las claras ventajas que ofrece especialmente en
cuanto a sensibilidad, asi como, con el fin de solucionar el posible problema de las
coeluciones causado por la similitud estructural de la mayoria de las hormonas
esteroideas que dificulta su separacién cromatografica. Sin embargo, teniendo en cuenta
que uno de los retos mds importantes para los quimicos analiticos hoy en dia es el
desarrollo de protocolos de extraccién, purificacién y preconcentracion de los analitos
presentes en muestras reales y que uno de los campos de investigacion mas novedoso es
el desarrollo de nuevos materiales que puedan ser empleados con este fin, este ha
constituido uno de los objetivos del trabajo de investigacioén recogido en esta memoria con
el fin de desarrollar nuevas metodologias analiticas sencillas por HPLC-UV para la

separacion de mezclas de hormonas esteroideas.
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Pyrethroids are synthetic pesticides that originated from the modification of natural pyrethrins to
improve their biological activity and stability. They are a family of chiral pesticides with a large number of
stereoisomers. Enantiomers of synthetic pyretroids present different insecticidal activity, toxicity against
aquatic invertebrates and persistence in the environment so the development of rapid and sensitive chi-
ral methods for the determination of different enantiomers is necessary. Several techniques have been
employed for this purpose including gas chromatography, high performance liquid chromatography or
more recently capillary electrophoresis and sub or supercritical fluid chromatography. A general view
on the different chiral separation methods applied to the analysis of pyrethroids and the most important
information about these pesticides is provided in this review.
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1. Introduction

Separation of chiral compounds is an interesting and challeng-
ing topic of research in many analytical chemistry areas, especially
in pharmaceutical, biomedical, and environmental fields where
pure enantiomeric forms are widely required [1,2]. It is already
well-known that enantiomers, in spite of their very similar struc-
ture, when exposed to an identical biological environment can
show very different biological activity.

Pesticides in general and especially insecticides, are considered
a class of important pollutants that are widespread over the envi-
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ronment. About 25% of the existing agrochemicals contain chiral
centers and are produced and used as racemic mixtures [3]. In some
cases, only one of the isomers of the pesticide is active, while the
other may have less activity or even toxic effects against non-target
organisms; unfortunately, no such specific studies are routinely
required for active substances constituted by isomeric mixtures [4].
Another fact that has to be taken into account is that when racemic
mixtures are used as pesticides, the enantiomers are often degraded
at different rates [5]. Therefore, the chiral separation of pesticides
is necessary in order to optimize enantioselective production pro-
cesses, assessing the enantiopurity of formulations and monitoring
their presence in the environment or into different types of matri-
ces.

The use of insecticides in agriculture is growing at a high speed
due to therise in the productivity. There are different types of insec-
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ticides including organophosphorous, carbamates, organochloride,
etc., but nowadays, pyrethroids are the most frequently used insec-
ticides. Furthermore, it is expected to be even more important
in the future given increasing restrictions on organophosphorous
pesticides [6]. Pyrethroids are used worldwide as insecticides in
agriculture, forestry, households, public health and stored prod-
ucts [7,8]. They act on the axons in the nervous systems, interact
with the sodium channels and affect the electric impulse trans-
mission. This stimulates the nervous cells and produces several
electric shocks producing a total paralysis of the insect [9]. These
chemicals are much less toxic for mammals than organophospho-
rous and carbamate compounds but they present an acute toxicity
for a wide range of aquatic organisms and honeybees at low con-
centrations [10]. Pyrethroids are known to be strongly adsorbed to
soil particles. However, this is not likely to render them immobile
post-application, because they can be moved in runoff with soil
particles to which they are attached, and end up in sediments [6].
Once in sediments, they can enter in aquatic ecosystems [11] and
be bioavailable to the aquatic food web [12,13]. For this reason they
have a devastating effect on aquatic invertebrates, with a median
lethal concentration (LCsg) lower than 1 ppb [14].

One of the most significant differences of pyrethroids in com-
parison with many other pesticides is that most of them have one
to three chiral centers [11]. Pyrethroids constitute the 20% of the
insecticides used in the world [15], but only 6% of the market
products are sold as single isomers [3]. Usually, pyrethroid insecti-
cide formulations are mixtures of isomers [16]. These compounds
show enantiomeric selectivity, with biological activity generally
residing in only one of the enantiomers. This enantioselectivity
phenomenon has important implications in the manufacture and
use of chiral agrochemicals in general [17]. Thus, there is an increas-
ing need for rapid separation methods for the determination of
enantiomers of pyrethroids.

The most important information on chiral pyrethroids (chem-
ical characteristics, classification, insecticide activity, toxicology
and environmental behaviour) and the chiral separation tech-
niques employed in their determination have been reviewed in this
article.

2. Chemical characteristics and classification

Pyrethroids are synthetic pesticides obtained in 1949 from the
modification of natural pyrethrins to improve their biological activ-
ity and stability [7]. In nature there are six different pyrethrins that
can be classified in two different groups (Table 1): crysantemic acid
esters derivatives (group I) and pyrethric acid esters derivatives
(group II). As it can be observed in Table 1, all of them have the
same structure and differ only in the substituents.

Pyrethroids can be classified in two different ways: (1) accord-
ing to the time they were synthesized [18] or (2) according to their
chemical nature [19]. Table 2 groups the synthetic pyrethroids and
the derivatives more used in the world. In this table the struc-
ture, the number of stereoisomers and the generation and type of
pyrethroids are given according to the different classifications.

Pyrethroids can have one, two or three chiral centers so they
present two, four or eight stereoisomers respectively [20] (see
Table 2). This property makes synthetic pyrethroids the pesticide
group with one of the highest chirality [21]. Some pyrethroids
are synthesized optically pure for example deltamethrin or biores-
methrin while even some pyrethroids are sold as enantiomerically
enriched products such as in the case of allethrin, cyhalothrin, or
cypermethrin [15]. Stereochemistry affects not only the insecti-
cidal activity of pyrethroids but also toxicity against non-target
organisms [8,11,22-24] and distribution in the environment
[11,13,25-30]. However, the low availability of single enantiomer
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Table 1

Structure of natural pyrethrins.
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Table 2

Structure and classification of pyrethroids.

Structure Name (number of Derivatives (number Ri Rz Generation according
stereoisomers) of stereoisomers) to developing time
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Cyfluthrin (8)
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Table 2 (Continued )
Structure Name (number of Ry R2 Generation according
stereoisomers) to developing time
HaC HC= CHy
CH:
)——CH—
Empenthrin (8) / ‘<\_\ 4
H,C oHs
F F
Cl
Fenfluthrin (4)* > CH- 5 1C F; 4
Cl
F F -
B
&
ol i
g
Fenpirithrin (8)* i s A A 4 g
g
¢ L \© §
s
s
o =
H,yC a
Y——CH- S
Furethrin (8)° / , 3 4 H
CH 3
H;C / K
N CHy / >
g8
o 3
H,C )k s
= S
S CH- HC N\ <
Imiprothrin (4)* 4 2
H,C )—/ =t o
g &8
o
H,yC
CH—
Prallethrin (8)° > / =t 4
HyC /CH
CHj
HaC, o
g \O / o
Pyresmethrin (4) cH” \ / 4
Shoc

111



HyC

CH,

Resmethrin (4)*

Tefluthrin (4)*

Tetramethrin (4)*

Tralomethrin (1)

Transfluthrin (4)*

Kadethrin (2)*

Fenpropathrin (2)*

Fenvalerate (4)*

Bioresmethrin (1)
Cismethrin (2)

Esfenvalerate (1)

HyC

>:c.4,

HaC

>:m+

Cl

HyC

>:CH_

HyC
~CHBr-C(Br)s

Cl

>:0H,

cl
_HC=_

~(CH3),

\
H,C

F F

—H,C- CHy
F F

AL
o

N

F F
~H,C
F F
0.

686-896 (0102) 2121 v “15010W0.41) °[ /I 12 ZapUDLLIdf-Z213d ‘A

€L6



L6

Table 2 (Continued )
Structure Name (number of Derivatives (number Ry Rz Generation according
stereoisomers) of stereoisomers) to developing time
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Table 2 (Continued )

Generation according
to developing time

Ry

R

Derivatives (number
of stereoisomers)

Name (number of
stereoisomers)

Structure

CHy

Terallethrin (2)?
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2 Ester pyrethroids.

b Ether pyrethroids.

¢ Non-ester pyrethroids.
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standards limits the ability to conduct enantiomer specific toxicity
studies [15].

3. Insecticidal activity and toxicology

Pyrethroid toxicity is highly dependent on stereochemistry and
each isomer has its own toxicity [8]. It has been reported that the
toxicity of pyrethroids is dependent on the configuration of the
chiral carbon adjacent to the carboxylic group [31]. For example,
permethrin enantiomers having the R configuration at this carbon
are about 25 times more toxic to houseflies than those with the S
configuration [32]. Fenvalerate enantiomers having the S configu-
ration at this carbon (spatially equivalent to the R configuration in
the dimethylcyclopropanecarboxylic acids) are 10-100 times more
toxic to houseflies than those with the R configuration [31] and the
same has been observed for fluvalinate [17]. Also, the toxicity of
the insecticides having a chiral cyano-substituted benzylic carbon
present in the 3 phenoxybenzyl alcohol portion of the molecule
(e.g., fenvalerate or cypermethrin) are affected by the configura-
tion of this chiral carbon, with the S configuration being more toxic
to houseflies by a factor of 20-100 [33]. Furthermore, in general
the cis isomers are more toxic than the trans ones. Acute toxicity of
a mixture of two isomers depends on the ratio of amounts of the
two isomers in the formulation. For example, the female rat acute
oral LDsq of permethrin increases from 224 mg/kg of bodyweight
to 6000 mg/kg as the proportion of the trans isomer increases from
20 to 80% [8].

In many cases there is only one active enantiomer in the formu-
lation. This is the case of cypermethrin whose insecticidal activity
is only associated to 1Rcis,aS and 1R,trans,aS and the other six iso-
mers have been demonstrated to be inactive [34]. Furthermore,
from the two active isomers the cis one is much more persistent
in soil. In conclusion, the employment of the racemic mixture is
illogical because useless isomers are applied to the environment
and bigger amounts of product are needed compared to the use of
optically pure product [6]. In another sense, formulations made of
a single isomer (for example, deltamethrin) are likely to be much
more effective than those with four to eight isomers [8].

Pyrethroids are not toxic for mammals but their lethal doses
for aquatic invertebrates are very low. For instance, the LCsq of cis-
bifenthrin against Ceriodaphnia dubia, a commonly used indicator
for invertebrate toxicity, is only 0.078 mg/L and that of permethrin
is 0.550 mg/L [35].

The toxicity against aquatic invertebrates may also be enantios-
elective. Significant differences were observed in LCs for the eight
isomers of cypermethrin, with two enantiomers at least 10 times
more toxic [22]. The commercial formulation of bifenthrin is made
with the cis enantiomers: 1R-cis-bifenthrin and 1S-cis-bifenthrin.
In this case (cis-bifenthrin) the toxicity of (1R)-bifenthrin is greater
than that of (1S)-bifenthrin for Daphnia and fish [23]. Regres-
sion of the survival rate of Ceriodaphnia dubia neonates with the
initial pesticide concentration gave LCsy values of 0.0794+0.018
and 0.144+0.026 mg/L for 1R-cis-bifenthrin and the racemic cis-
bifenthrin, respectively. The difference in the measured toxicity
suggests that 1R-cis-bifenthrin was probably the only active isomer
in cis-bifenthrin for causing toxicity to Ceriodaphnia dubia [11,22].

The same pattern has been observed for permethrin [11]. For-
mulations of permethrin are made of equal ratios of cis-(1R,cis and
1S,cis) and trans-permethrin (1R,trans and 1S,trans). Toxicity assays
yielded similar LCsq values for cis-permethrin (0.540 + 0.055 mg/L)
and trans-permethrin (0.519 +£0.058 mg/L) diastereomers which
was consistent with the previously reported value of 0.550 mg/L
for the permethrin mixture. Because of the lack of standards for
permethrin enantiomers, the measured biological activity was not
related experimentally to the individual stereoisomers. However,
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given the great similarities in the chemical structure between bifen-
thrin and permethrin and the fact that chirality for both compounds
originates from C1 and C3 on the cyclopropane ring, it is reason-
able to assume that as with cis-bifenthrin, the aquatically active
enantiomer in cis-permethrin was probably 1R,cis-permethrin.

Xu et al. [24] reported the aquatic toxicity of enantiomers of \-
cyhalothrin. N-Cyhalothrin is the form of cyhalothrin mainly used
in the commercial formulations to control mosquitoes, flies, etc. It
contains only two of the eight isomers of the pyrethroid: 1R,cis,aS
and 1S,cis,aR, that are considered the most active. Although the
activity against target organisms is the same, the toxicity of the
two enantiomers differs a lot. Enantioselectivity in acute aquatic
toxicity was evaluated via 96 h toxicity tests using zebrafish. Signif-
icant differences in LCsq were observed for the two isomers being
the (—)-enantiomer 60 times more toxic after 24 h test and 162
times more toxic after 96-h exposure than the (+)-A-cyhalothrin.
Finally, for cycloprothrin, the insecticidal activity of 1R,aR towards
larvae of Mythimaseparata and Aphismedicagini is respectively six
times and four times higher than that of the racemate [36].

4. Environmental behaviour

In the environment, pyrethroids are usually degraded by one or
more biotic and abiotic processes: metabolic degradation by plants,
animals, and microorganisms and degradation by light [8]. Degra-
dation may be enantioselective, resulting in different distribution
patterns and bioaccumulation potentials between enantiomers
[21].

To interpret the enantioselective degradation of environ-
mental pollutants the enantiomeric ratio is usually defined as
(ER=(+)-enantiomer/(—)-enantiomer), the enantiomeric fraction
(EF=Area/(Area; +Area;)) or the enantiomer ratio doubling time
(Tgr=2) [13]. If a chiral contaminant is applied as racemate its EF
is 0.5, and any deviation of this value in environmental samples
is a direct indicator of bioactivity of the given chiral compound.
The comparison of concentration of individual enantiomers or the
change in the stereoisomeric profiles can also be used for this pur-
pose [13].

After pyrethroids based insecticide application, the trans isomer
is generally degraded faster than the cis isomer [15]. Moreover, in
some cases it has been demonstrated that the less active enan-
tiomer persists in the environment for much more time than the
enantiomer with more insecticidal activity. The direction of the
enantioselective degradation can be influenced by the sampling
location and environmental conditions [13]. This may be because
there are variations in the microbial population as a result of pH,
soil oxidation state, etc. [26].

Morgan et al. [37] determined the EF of cis-permethrin after
application to prove the enantioselective degradation of the pes-
ticide. The samples analyzed were dust, floor surface wipes and
food preparation wipes. The EF values for cis-permethrin obtained
ranged from 0.412 to 0.535 in all samples so it proves that there
is enantioselective degradation. The same degradation pattern for
permethrin was observed by Qinand Gan [27]in soil and sediments.

ME

In this case, the degradation products for cis-permethrin were more
persistent than those for trans-permethrin.

Due to the similarities in the structure of permethrin and bifen-
thrin, similar behaviour was observed in their degradation in
sediments as shown in Fig. 1. A preferential degradation of the (—)-
enantiomer of cis-bifenthrin resulted in a relative enrichment of
the aquatically active (+)-enantiomer [29]. The same pattern was
observed by Liu and Gan in water [38]. A preferential degradation of
the 1S,cis enantiomer over 1R,cis enantiomer for (Z)-cis-bifenthrin
and cis-permethrin in water was shown.

Liu et al. demonstrated the enantioselective degradation of
bifenthrin, permethrin, cypermethrin and cyfluthrin in soil and
sediments [26,30]. Both, soil and sediment were collected in the
southern California region from the 0-10 cm surface layer. By com-
paring the chromatograms of the standards and soil and sediment
samples, clear enantioselective degradation could be observed.
However, the environmental conditions such as the season were
important parameters in the degradation of synthetic pyrethroids.

Studies using 14C-labeled isomers showed that significantly
faster degradation occurred with the trans diastereomers than with
the corresponding cis diastereomers, and in the same diastere-
omeric pair, with the R,S-enantiomer than with the corresponding
R,R-enantiomer of cypermethrin [39]. Under laboratory controlled
conditions several studies demonstrated the same degradation
trends [13]. Cypermethrin was spiked in sediment from Irvine,
Canada with no cypermethrin residue in origin. The samples were
stored at room temperature under aerobic conditions and changes
in isomer composition were determined. The results showed that
the cis pair of enantiomers was considerably more persistent than
the trans one [40].

Isomer conversion or enantiomerization is another important
process that may occur with pyrethroids [13]. There are several fac-
tors (e.g., heat, water, light, microorganisms.) that can induce the
enantioselective degradation or isomer conversion of pyrethroids.
Liu et al. [28] reported the chiral stability of cis-bifenthrin, per-
methrin, cypermethrin and cyfluthrin during gas chromatography
analysis, where high temperatures are needed and different sol-
vents are used for sample preparation. In nature, the most
important solvent is water so the study of the chiral stability in
this medium is also important. Only temperatures above 180°C
were enough to show isomer conversion in some cases. Pyrethroids
with chirality only in the cyclopropyl ring (bifenthrin and perme-
thrin) were found to be stable, but those with oC (cypermethrin
and cyfluthrin) were unstable and gave an epimer. In organic sol-
vents such as hexane, ethyl acetate and dichloromethane, and in
sterile water, stereoisomers of cis-bifenthrin and permethrin did
not show any isomer conversion. However for cypermethrin and
cyfluthrin, when exposed to water a slow enantiomerization was
observed.

Compared with natural pyrethrins, pyrethroids have an
enhanced stability under light. However, photochemical reactions
are very common. Holmstead et al. [41] observed that when per-
methrin was irradiated with UV light (A>290nm) or sunlight
the isomers underwent an extensive isomerization of the cyclo-
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Fig. 1. Chiral GC chromatograms of cis-bifenthrin in sediments from different depths. (a) 0-15cm, (b) 15-30 cm, and (c¢) 30-45 cm. Reprinted with permission from Ref. [29].
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propane ring. Maguire [13,42] performed the evaluation of the
isomerization of deltamethrin (1R,cis,aR) in hexane under bright
summer sunshine for 5 days. The treatment resulted in the forma-
tion of 1S-cis-aS, 1R-trans-aS and 1S-trans-aR. No isomerization
was observed when samples were stored in hexane in the dark
so this effect was probably due to the light. However, this situ-
ation does not occur always, sometimes solvents can induce this
epimerization [12,34].

In other studies the isomerization of some pyrethroids in water
was observed even without light. Maguire [42] in a study on
deltamethrin stability, observed the isomerization of 1R,cis,aS
to 1S,cis,aS. However, no isomer conversion occurred for cis-
bifenthrin and permethrin [13,28]. In the case of cyfluthrin
interconversion from trans to cis isomer was observed after
incubation in soil. This leads to a time dependent variation
of the isomeric ratio of permethrinic acids in the soil extracts
[43].

5. Enantiomeric analysis
5.1. Sample preparation

Sample treatment can be the most laborious part of every ana-
lytical methodology. Frequently, when real samples are analyzed,
the components of interest are present at levels too low for their
detection. Therefore, previous preconcentration of the analytes
is required in order to make their concentration adequate to the
separation technique employed. In the case of pyrethroids, their
low levels in environmental samples make necessary the use of
this type of procedures. Different extraction techniques have been
employed for this purpose including solid-phase microextraction
(SPME), solid-phase extraction (SPE), liquid-liquid extraction
(LLE), supercritical fluid extraction (SFE), and micro solid-phase
dispersion extraction (MSPD) enabling the chiral determination of
pyrethroids in several matrices such as soil, water, sediments or
biological samples.

The extraction techniques mainly employed previous enan-
tiomeric determination of pyrethroids in soil, water, sediments
and biological samples (Ceriodaphnia dubia) by GC were mainly
SPME and LLE. Liu and Gan [38] developed a SPME method for
the extraction of cis-bifenthrin and cis-permethrin from water
samples. The SPME methodology was carefully optimized to obtain
as good recuperation as possible for the studied analytes. Factors
like sampling time, temperature and organic solvents used were
the most important parameters to be optimized. The comparison of
SPME with LLE for the two above-mentioned pyrethroids indicated
a clear higher selectivity of the first one in the extraction of these
compounds. However, when cypermethrin and cyfluthrin were
determined by the same authors in water [21] and sediments [29]
samples, LLE with ethyl acetate or acetone:hexane (1:1, v/v) was
the extraction technique chosen. A very similar procedure was fol-
lowed for the extraction of bifenthrin, permethrin, cypermethrin
and cyfluthrin from soils [26]. In the case of biological matrices
like Ceriodaphnia dubia [11] a more laborious extraction method
was required for the determination of bifenthrin and permethrin.
Several consecutive LLE steps were performed with different
solvents before GC analysis.

HPLC has been the most employed technique to achieve the
chiral separation of synthetic pyrethroids. Several extraction tech-
niques have been applied previous to HPLC analysis of pyrethroids
in environmental (soil and water) samples. Although the extrac-
tion from soil has been mainly achieved by LLE, MSPD was also
employed for this purpose [30]. When using LLE for soil sam-
ples different solvents were tested: hexane, acetone, methanol
and mixtures of them. Each author has his own methodology for
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the extraction. Chapman [31] performed the extraction of cyper-
methrin by adding acetone to the soil that after evaporation was
redissolved in hexane. The extract was transferred to a silica Sep-
Pak cartridge to preconcentrate the analyte. Qin and Gan [25]
performed the extraction of permethrin by LLE with a mixture of
acetone:hexane (1:1, v/v). When water samples were analyzed, SPE
with C-18 cartridges enabled the determination of T-fluvalinate and
permethrin [44]. The initial volume of 500 mL of water was passed
through the cartridge and eluted three times with a total volume
of 50 mL of n-hexane. The extract was then dried and evaporated
to dryness and the residue was redissolved in 1 mL of n-hexane.
Finally, a MSPD methodology was used by Li et al. [30] for the
extraction of 3-cypermethrin and 3-cyfluthrin from soils. In this
case, soil samples were placed into a mortar and Florisil adsorbent
and distilled water were added. Once the mixture was homoge-
nized, it was introduced into a glass chromatographic column and
amixture of n-hexane/ethyl acetate was added and allowed to elute
dropwise by gravity. The initial 15mL eluent was collected and
blown to dryness with nitrogen. The final residue was dissolved in
the HPLC mobile phase (n-hexane:propan-2-ol, 100:0.1, v/v) and
subjected to HPLC analysis.

The limited LODs achieved with the CE methodologies require
good preconcentration methodologies. Water samples containing
bioallethrin, fenpropathrin and phenothrin were extracted by SPE
with Oasis HLB cartridges (Waters Corp. Milford, MA) [17]. More-
over, the extraction of fenpropathrin, fenvalerate and fluvalinate
from a cellulose matrix by SFE with supercritical CO, was also
reported [7].

5.2. Separation and determination

5.2.1. Gas chromatography

GC has been widely used for the enantioseparation of several
insecticides and environmental pollutants mainly due to the low
LODs achieved in general by GC compared with other techniques
[2,45]. The direct separation involving the use of chiral stationary
phases (CSP) usually based on cyclodextrins (CD) is the most com-
monly approach used. However, the main problems are the high
cost of this type of columns, large time of analysis and the thermal
instability of some pesticides [16].

There are several works in which GC is employed for the chi-
ral separation of pyrethroid pesticides (see Table 3). Kutter and
Class [46] carried out the separation of the enantiomers of allethrin
and cypermethrin. For allethrin resolution, a CDX-B chiral column
(permethylated-3-CD) (J&W, Folson, CA, USA) coupled to an achi-
ral DB 1701 (14% cyanopropyl phenyl methyl polysiloxane) (J&W,
Folson, CA, USA) column was employed. The enantioresolution
of trans isomers was achieved but cis isomers were not sepa-
rated. Diastereomeric but not enantiomeric selectivity by GC was
achieved for cypermethrin with an apolar DB 5 column (5% phenyl)-
methylpolysiloxane) (J&W, Folson, CA, USA). The separation was
applied to study the composition of cypermethrin in insecticidal
formulations (Ripcord) and to compare with the extracts obtained
after forestry application.

Nie et al. [47] performed the enantiomeric separation of
some ester pyretroids with different chiral stationary phases:
permethylated-B-CD (PM-3-CD), heptakis (2,6-di-O-butyl-3-O-
butyryl)-3-CD  (DBB-B-CD), heptakis (2,6-di-O-nonyl-3-O-
trifluoroacetyl)-B-CD (DNT-B-CD), the mixture of PM-(3-CD
and DBB-3-CD and the mixture of PM-3-CD and DNT-3-CD. With
CSPs containing the mixtures of derivatized cyclodextrins, the
enantiomeric separation was improved significantly for some
compounds when compared with the single cyclodextrin CSPs
derivatives. Synergistic effects were observed for some racemate
compounds on the mixed cyclodextrin derivative CSPs. In general,
the best resolution was obtained with PM-f-CD+DBB-3-CD



Table 3
Chiral separation of pyrethroids by GC.
Pyrethroid Matrix Separation conditions Sample preparation/comments References
Allethrin Ripcord (CP) formulation Allethrin Higher photostability was observed for trans isomers of [46]
Cypermethrin in extracts of bark CSP: CDX-B+DB1701 columns cypermethrin after forestry applications.
170°Cisothermal program Only partial resolution
Cypermethrin Analysis time
CSP: DB 5 Cypermethrin ~ 13 min
T program: 70 °C (1 min), 30 °C/min to 220°C, Allethrin~ 75 min
1°C/min to 240°C
Detection: ECD, 310°C
- Chrysanthemic methyl ester = csp Different CDs and CD combinations CSPs were tested [47]
- Chrysantemic I-methyl ester PM-B-CD
- Permethrinic methyl ester DBB-B-CD
- 2,2-dimethylcyclopropane DNT--CD
carboxylic methyl ester PM-B-CD +DBB-3-CD
- 3-(2,2,2-trichloroethyl)-2,2- PM-B-CD + DNT-B-CD
dimethylcyclopropane Detection: FID, 250 °C
carboxylic ethyl ester
cis-Bifenthrin Water CSP: BGB 172 On-line SPME with 100 .m layer PDMS fiber. Fiber was [38]
cis-Permethrin T program: Initial hold at 180°C for 2 min, ramped at introduced in the sample 2.0 cm from the surface and it
1°C/min to 230 °C until elution was desorbed in the GC inlet during 3.0 min
Detection: ECD, 310°C Analysis time
cis-Bifenthrin~ 78 min
cis-Permethrin~ 51 min
cis-Bifenthrin Field sediments CSP: BGB 172 column LLE with acetone:hexane (1:1, v/v) [29]
cis-Permethrin T program: 180 °C for 2 min, ramp at 5°C/min to 230°C No interconversion of enantiomers was observed
and held at this T until complete elution.
Detection: ECD, 310°C
Cypermethrin ‘Water and sediments CSP: BGB 172 column LLE with ethyl acetate and after evaporation the extract [21]
Cyfluthrin T program: 160°C for 2 min, ramp at 1°C/min to was redi in 4.0mL ac ;| (1:1,vv)
220°C, held at this T for 60 min, ramped at 5°C/min to Only partial resolution of six peaks
230°C, held at 230°C till complete elution Analysis time
Detection: ECD, 310°C Cypermethrin ~ 145 min
Cyfluthrin~ 134 min
Bifenthrin Ceriodaphnia dubia CSP: BGB 172 column LLE with ethyl acetate and after evaporation the extract [11]
Permethrin T program: 180°C (2 min), ramp at 5°C/min to 230°C, was redi: in 4.0 mL ac | (1:1,v/v)
followed by an isothermal hold at 230 °C until elution No resolution for trans-permethrin
Detection: ECD, 310°C Extraction of the samples with ethyl acetate
Analysis time
cis-Bifenthrin ~ 55.5 min
cis-Permethrin ~ 88.5 min
cis-Bifenthrin - CSP: BGB 172 column Conversion at the aC 28]

Permethrin
Cypermethrin
Cyfluthrin

T program: 160°C for 2 min, ramped at 1°C/min to
220°C, held at 220°C for 60 min, ramped at 5°C/min to
230°C and held at this T till complete elution
Detection: ECD, 310°C
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[26]
[27]

The supernatant was decanted. The residue was extracted
with acetone:methylene chloride (1:1, v/v) that after

Centrifugation of the sample during 25 min at 10,000 rpm.
evaporation was reconstituted in 1 mL hexane

degradation was observed for cis-bifenthrin, permethrin

and cifluthrin
Enantiomerization was observed: (1) cypermethrin was

In lab incubation experiments, an enantioselective

Sample preparation/comments

Detection: ECD, 310°C
CSP: BGB 172 column
T program: 160 °C for 1 min and then ramped to 230°C

CSP: BGB 172 column
T program: 160 °C for 1 min and then ramped to 230°C

Separation conditions

at 1°C/min

Soil and sediments

Matrix

Pyrethroid
cis-Bifenthrin
Permethrin
Cyfluthrin
Cypermethrin
Permethrin

Table 3 (Continued )

V. Pérez-Ferndndez et al. / J. Chromatogr. A 1217 (2010) 968-989 979

stationary phase. All separations were performed isothermally and
flame-ionization detector (FID) was used.

Several methods were developed by Liu and Gan for determining
optical isomers of (Z)-cis-bifenthrin, cis-permethrin, cypermethrin
and cyfluthrin [11,20,26,28,29,38] and the aquatic toxicity of their
enantiomers against Ceriodaphnia dubia [11] using a BGB 172 col-
umn (20% tert-butyldimethylsilyl-3-CD dissolved in 15% diphenyl
and 85% dimethylpolysiloxane) (BGB Analytik, Adliswil, Switzer-
land) after probing different CSPs. It was the first time that coupled
solid-phase microextraction and enantioselective GC with electron
capture detector (ECD) was used for the analysis of the two first
compounds [38] and the first time GC was applied to a biological
matrix for the chiral analysis of pyrethroids [11]. Moreover, the
thermal stability of these four commonly used pyrethroids during
GC analysis and sample preparation was also studied [28] show-
ing that chiral stability of pyrethroids depends on the origin of
chirality. In the first work, the enantiomers of (Z)-cis-bifenthrin
and cis-permethrin were baseline separated [38] with LODs of
0.05 p.g/L and 0.10 pg/L for each pyrethroid. The integrated SPME-
enantioselective GC method was used to analyze surface runoff
water samples. The analysis showed preferential degradation of
the 1S,3S enantiomer over 1R,3R enantiomer for both compounds
studied. The concentrations detected were substantially smaller
than those determined following solvent extraction, suggesting
that SPME-enantioselective GC analysis selectively measured the
dissolved fraction. Once the method was optimized it was applied
to sediment samples containing residues of these pyrethroids,
extracted with acetone:hexane 1:1 (v/v) for the evaluation of
changes in the ER [29]. The same method was applied to the anal-
ysis of cyfluthrin and cypermethrin, giving six peaks that could
be identified using enantiomerically enriched products [20]. Com-
plete separation of enantiomers occurred for both cis diastereomers
and between cis and trans diastereomers, but not for enantiomers
from the same trans diastereomers. The method was also applied
to quantify the enantiomers in water and sediment samples. The
detection limits (LODs) obtained ranged from 7.5 to 15.0 p.g/L for
cypermethrin and from 3.5 to 7.5 pg/L for cyfluthrin. Finally, in the
last paper the enantioselective degradation of the cited pyrethroids
in soil and sediments was evaluated by comparing changes of
stereoisomers profiles from the original values [26]. Good reso-
lution was obtained for cis diastereomers but not for the trans
diastereomers, as it can be observed in Fig. 2 that shows the GC
chromatograms of permethrin under enantioselective analytical
conditions in standard (Fig. 2a) and a sediment sample (Fig. 2b).
Clear enantioselective degradation can be observed.

As said, some pyrethroids can show thermal instability and may
be degraded during GC analysis resulting in enantiomer conversion.
Sometimes pyrethroids can show this effect in organic solvents. In
this sense, Qin and Gan [27] demonstrated by using GC analysis,
that permethrin is stable in all the organic solvents used (n-
hexane, methylene chloride, propan-2-ol, acetone and methanol)
but cypermethrin was unstable in acetone and methylene chlo-
ride. The extent of enantiomerization was affected by temperature
dependence and was also influenced by water as a cosolvent.
Results from this study suggest that the exposure to certain sol-
vents and water may cause artefacts in chiral analysis. Also, they
showed that for isomer-enriched pyrethroids products such abiotic
enantiomerization may render the products less effective because
the conversion leads to the formation of inactive stereoisomers.

stable in propan-2-ol and methanol but not in n-hexane,

acetone and methylenechloride
(2) Permethrin was stable under all conditions

at 1°C/min. Hold at 230°C till complete elution

Detection: ECD, 310°C

5.2.2. High performance liquid chromatography

HPLC is a very useful technique for the separation of enan-
tiomers because it is quite rapid, non-destructive and there is
little possibility of epimerization during the analysis as seen in GC
[48,49]. Apart from analysis, HPLC is also the best technique for
small-scale preparation of enantiopure chemicals.

Cypermethrin
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Fig. 2. Chiral GC chromatograms of permethrin pyrethroid. (a) The standard reference racemic mixture and (b) a sediment sample from San Diego Creek in California.

Experimental conditions in the text. Reprinted with permission from Ref. [26].

In chiral HPLC the selectors used in the chiral stationary phases
include cyclodextrins, proteins, crown ethers, polysaccharides,
polyacrylamides, polymeric chiral surfactants, macrocyclic antibi-
otics and some low-molecular-weight molecules such as Pirkle
type compounds [50].

Table 4 groups all the chiral separations of pyrethroids per-
formed by HPLC including the compounds separated and the most
important separation conditions. It can be seen that several chi-
ral columns have been employed for the enantiomeric resolution
of pyrethroid insecticides. While for no a-cyano pyrethroids poly-
meric CSPs based on cellulose derivatives seemed to be the most
suitable for their resolution, multiple interaction Pirkle type CSPs
showed advantages in the enantiomeric separation of a-cyano
pyrethroids [51]. UV detection is used in all the articles and some-
times other detection modes are used as complementary detection
systems (laser polarimeter detector, NMR, etc). Only in seven of
the publications the developed method has been applied to a real
matrix [25,30,31,44,46,52,53] to confirm the existence of these
compounds and in two of the total articles the degradation products
of pyrethroids were analyzed [43,54]. One of the most popular col-
umn is Pirkle type 1-A (NH; bonded Spherisorb column containing
(R)-N-(3,5-dinitrobenzoyl)-phenylglycine) (Regis, Morton, Grove,
IL, USA) and (Technicol, Stockport, UK) [31,52,55]. This column
enabled the chiral separation of fenproanate, fenvalerate, cyper-
methrin and cyfluthrin using 0.1% propan-2-ol in hexane as mobile
phase [31]. The method was applied to the analysis of cypermethrin
residues in soil samples in different periods after application of the
pesticide as shown in Fig. 3.

A systematic study of the separation of thirteen pyrethroids
grouped in four different categories, was carried out by Cayley and
Simpson [55]. The separation was achieved with a mobile phase
composition ranging from 0.025 to 0.1% propan-2-ol in hexane.
Useful resolution was obtained in analysis times between 8 and
60 min. These results were confirmed by Lisseter and Hambling
and demonstrated that the bonding of the column (ionically or
covalently bonded) can influence the separation of the pyrethroids
[52]. In effect, while for allethrin, a-cypermethrin, cypermethrin,
fenpropathrin, fenvalerate, permethrin, phenothrin, resmethrin
and tetramethrin a better separation was obtained with the ion-
ically bonded column, for cyfluthrin, A-cyhalothrin, cyhalothrin,
flucythrinate and flumethrin better separations were obtained with
the covalently bonded column. The authors applied the method to
the analysis of a formulated product of cypermethrin, fenvalerate
and permethrin. It was noticed that the commercial ionic column
rapidly lost selectivity when exposed to the formulation.

Sumichiral OA (Sumika Chemical Analysis Service, Osaka, Japan)
type columns were for the first time used for the chiral anal-
ysis of pyrethroids by Oi et al. [48] for the resolution of ten
pyretroids with three different columns: Sumichiral OA-4000 ((S)-
valine and (S)-1-(a-naphthyl)-ethylamine), Sumichiral OA-4600
((S)-tert-leucine and (S)-1-(a-naphthyl)-ethylamine) and Sumichi-

ral OA-2500 ((R)-1-naphthylglycine and 3,5-dinitrobenzoic acid).
Each CSP was capable to manage the enantioseparation of a
number of pyrethroids using hexane-dichloroethane-ethanol in
different proportions as mobile phases. The resolutions obtained
were higher than 1.03 for all compounds. Sumichiral OA-2500
CSP was also employed for the enantioseparation of cis-bifenthrin
with hexane-1,2-dichloroethane [22,29] or n-hexane-propan-2-
ol-ethanol (99.8:0.06:0.14) as mobile phases with reasonable
retention times (14.8-16.3 min) and high resolution (Rs =3) [23]. A
laser polarimeter detector was used in the detection of pyrethroids
[23]. This detector was employed earlier for fenpropathrin detec-
tion [56].

Kutter and Class [46] performed the enantioselective liquid and
gas chromatography of allethrin and cypermethrin. Enantiomeric
selectivity was observed for cypermetrin in normal phase-HPLC
(NP-HPLC) with a Pirkle type chiral stationary phase made of
L-tartaric acid and L-dinitrobenzylphenylethylamine (Marcherey-
Nagel, PA, USA), but very strong interactions and therefore long
retention times prevented the separation of allethrin in these
phases. trans-Allethrin isomers were separated on a chiral 3-
cyclodextrin RP-HPLC column but no selectivity was obtained for
the cis isomers of allethrin and some difficulties due to isomer-
ization of cypermethrin were also reported. The enantiomeric
selectivity observed for cypermetrin in NP-HPLC with a Pirkle type
chiral stationary phase was used by Class in other work [53] for

Day 0

Day 10

Week 2

IV ICNN

| ! T
0 6 12 18 24 30 36 42

t (min)

Fig. 3. Separation of cypermethrin soil extracts after forestry application by HPLC
using 0.1% propan 2-ol in hexane. Column: Pirckle 1-A, flow 1 mL/min. Reprinted
with permission from Ref. [31].
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Table 4
Chiral separation of pyrethroids by HPLC.

Pyrethroid Matrix Separation conditions Sample preparation/comments References
Fenproanate Soil CSP: Pirkle type 1A column LLE with acetone and after evaporation the extract was transferred to a silica cartridge and ~ [31]
Fenvalerate Mobile phase: propan-2-ol:hexane 0.1:99.9 eluted with 20 mL propan-2-ol:hexane (1:99, v/v). The extract was evaporated to 5 mL.

Cypermethrin Detection: UV 200 nm Analysis time

Cyfluthrin

Fenproanate ~ 15 min
Cypermethrin~ 31 min
Cyfluthrin ~ 35 min
Fenvalerate ~ 32 min

Type I Fenpropathrin - CSP: Pirkle type 1-A column A cyano-bonded column was also tested [55]
Type II: Resmethrin Mobile phase

Bioresmethrin Type I: 0.1% propan-2-ol in hexane as mobile phase

Permethrin Type II: 0.025% propan-2-ol in hexane

Type IlI: Phenothrin Type Ill: 0.1% propan-2-ol in hexane

Fenvalerate Type IV: 0.1% propan-2-ol in hexane

Fluvalinate Detection: UV 240/280 nm

Type IV: Allethrin

Bioallethrin

Cypermethrin

Fastac®

Karate®

Deltamethrin

d-Allethrin (a) Formulated products  CSP: Pirkle type 1-A column Analysis time [52]
d-Allethrin (b) of permethrin (a), (b), (g), (h), (0) ionic column/0.15 (% propan-2-ol in hexane) Cypermethrin~ 36 min

Cyfluthrin (c) (0), (i), (k) covalent column/0.05 (% propan-2-ol in hexane) Cyfluthrin ~80 min

\-Cyhalothrin (d)
Cyhalothrin (e)
«a-Cypermethirn (f)
Cypermethrin (g)
Fenpropathrin (h)
Fenvalerate (i)
Flucythrinate (j)
Flumethrin (k)
Permethrin (1)
d-Phenothrin (m)
Resmethrin (n)
Tetramethrin (o)

(d), (e) covalent column/0.15 (% propan-2-ol in hexane)
(D). (i) covalent, ionic column/0.15% propan-2-ol in hexane
(1), (m), (n) ionic column/0.05 (% propan-2-ol in hexane)
Detection: UV 230 nm

Permethrin~ 27 min

Terallethrin (a) -
Fenpropathrin (b)
Resmethrin ()

Pemethrin (d)

Phenothrin (e)
Tetramethrin (f)
Fenvalerate (g)
Cypermethrin (h)

Allethrin (i)

Bioallethrin (j)

() CSP: Sumichiral OA-4000 column
Mobile phase: hexane-1,2 dichloroethane—ethanol 500:30:0.15
(b). (h), (i) CSP: Sumichiral 0A-4600

Mobile phase: hexane-1,2 dichloroethane-ethanol 500:10:0.05
(©).(d). (€), (). (g) CSP: Sumichiral 0A-25001

Mobile phase: hexane-1,2 dichloroethane-ethanol 500:1
Detection: UV 230 nm

The first time these columns were tested in the chiral separation of pyrethroids 148]
Analysis time:
<60 min for all compounds

Type [: cis-bifenthrin -
Permethrin

Type II: Cypermethrin
Cyfluthrin

Type I: CSP: Sumichiral OA-2500-1 column
Mobile phase: hexane:1,2-dichloroethane 500:1

Type II: CSP: two chained Chirex 00G-3019-DO columns
Mobile phase: hexane:1,2-dichloroethane:ethanol 500:10:0.05
Detection: laser polarimeter detector 675 nm and UV

Toxicity studies demonstrated the different contribution of each enantiomer in the toxicity (2]
against Ceriodaphnia dubia and Daphnia magna
Analysis time

cis-Bifenthrin~ 12 min

Permethrin ~ 38 min

Cypermethrin ~90 min

cis-Bifenthrin -
cis-Permethrin
trans-Permethrin

CSP: Sumichiral 0A-25001 column
Mobile phase: hexane:dichloroethane 99.5:0.05
Detection: UV 230 nm

- [29]
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Table 4 (Continued )

Pyrethroid Matrix Separation conditions Sample preparation/comments References
Permethrin Soil and sediment CSP: Sumichiral 0A-2500I column LLE with acetone:hexane (1:1, v/v) [25]
Mobile phase: hexane:dichloroethane 99.5:0.05 Enantioselective degradation was observed
Detection: UV 230 nm
Bifenthrin - CSP: Sumichiral 0A-25001 column Toxicity studies showed that 23]
Mobile phase: propan-2-ol:ethanol:n-hexane 0.06:0.14:99.8 (—)-Bifenthrin was 10 times more toxic than its enantiomer
Detection: UV 230 nm, MS and polarimeter
Allethrin (a) Allethrin indoor (a) CSP: silica-gel modified with B-CD. (Cyclobond 1) column Photoselective degradation was observed through the study of enantiomeric profiles [46]
Cypermethrin (b) formulation Mobile phase: acetonitrile:water 22:78 Analysis time
(b) CSP: silica-gel modified with L-tartaric acid and Cypermethrin ~ 42 min
L-dinitrobenzylphenylethylamine (Pirkle type) Allethrin ~ 16 min (trans)
Mobile phase: 0.05% trifluoruro acetic acid and 0.5% propan-2-ol in hexane
Detection: UV 220 nm
Cypermethrin Soil CSP: silica-gel modified with L-tartaric acid and Investigation of environmental degradation after forestry application [53]
L-dinitrobenzylphenylethylamine (Pirkle type column)
Mobile phase: 0.05% trifluoroacetic acid and 0.05% propan-2-ol in hexane
Detection: UV 220 nm
Fenpropathrin (a) = CSP: Chirasper column Good resolution
Bifenthrin Mobile phase: hexane:ethanol 99.5:0.5 Quantification of enantiomers [56]
Detection: diode laser polarimetric detector and UV detection 230 nm
Cypermethrin - CSP: Daicel Chiralcel OD column material (cellulose NMR was employed for the confirmation of the elution order 1571
Permethrin tris-3,5-dimethylphenylcarbamate derivate bonded to silica) Analysis time
Detection: UV 280 nm and NMR Cypermethrin~ 50 min
Permethrin (incomplete Rs)
Permethrin Soil CSP: (+) (5R.8S,10R) 1-(3-aminopropyl)-terguride based column Monitorization of the hydrolytic degradation products of cyfluthrin in soil [43]
Cyfluthrin Mobile phase: 20 mM acetate (pH 4):acetonitrile 6:4
cis-Bifenthrin Detection: UV and Polar monitor detector
Phenothrin
Alphamethrin (a) - (a) CSP: Cyclobond 12000 column Two same CSPs columns were tested observing that the precedence of them was crucial in 58]
Cypermethrin (b) Mobile phase: 150 mM triethylamine in water with H3 PO, (pH the separation
3.5):methanol 50:50 Analysis times
(b) CSP: ChiraDex Cypermethrin~ 30 min
Mobile phase: 500 mM triethylamine in water with H,S04 (pH Alphamethrin ~ 25 min
3.5):methanol 45:55
Detection: UV 210 nm
Cyfluthrin (a) = (a) CSP: Chiralcel OD-H column coupled with urea CSP When a-cyano pyrethroids were separated multiple-interaction columns seem to be better  [51]
Resmethrin (b) Mobile phase: hexane:1,4-dichlorobutane:ethylacetate 500:5:0.15 while for no-a-cyano compounds cellulose based OD-H columns were most suitable
cis-Bifenthrin (c) (b). (c). (d) CSP: Chiralcel OD-H column
(1R)-Phenothrin (d) Mobile phases: n-hexane:propan-2-ol
Detection: UV 220 nm
Chrysantemic acid (A) - CSP: Chiralpak AS column (CSP amylose tris (S)-a-methylbenzyl carbamate) - [54]
Permethrinic acid (B) Mobile phase: hexane:propan-2-ol:trifluoroacetic acid 98.9:1:0.1
Decamethrinic acid (C) Detection: UV 215 nm
And their esters
Acrinathrin (a) = (a), (g) CSP: Chiralpak AD and Chiralcel O] columns Analysis time: [59]

B-Cyfluthrin (b)
\-Cyhalothrin (c)
Deltamethrin (d)
Esfenvalerate (e)
Fenpropathrin (f)
fenvalerate (g)

7-Fluvalinate (h)
Permethrin (i)

Mobile phase: n-hexane:propan-2-ol 90:10 and
n-Hexane:ethanol 95:5 respectively

(b). (i) CSP: Chiralcel O] column; mobile phase: ethanol:n-hexane 90:10
(c) CSP: Chiralcel OD-R column; mobile phase: Acetonitrile:water 70:30

A-Cyhalothrin~ 37 min
Fenpropathrin~ 36 min
Deltamethrin ~ 52 min
B-Cyfluthrin~ 18 min

(d) CSP: RP-Chiralpak AD column; mobile phase: : 85:15
(e), (h) CSP: Chiralcel O] column; mabile phase: n- 8 95:5

~16min
~30min

(f) CSP: Chiralcel OD-R column; mobile phase: ethanol:water 85:15
Detection: PDAD 210 nm

7-Fluvalinate ~ 16 min
Permethrin a8 min
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7-Fluvalinate
Permethrin

Drinking water

CSP: Chiralcel OJ column; mobile phase: n-hexane:ethanol 90:10
Detection: PDAD 210 nm

SPE with C-18 cartridges (500 mL of sample). The sample was eluted three times with a [44]
total volume of 50 mL of n-hexane (20+20+10)

Analysis times:

Permethrin ~9 min

7-Fluvalinate ~ 19 min

Fenpropathrin (a)
Fenvalerate (b)
Brofluthrinate (c)
Cypermethrin (d)
Cyfluthrin (e)

CSP: A novel chiral stationary phase connecting
(R)-1-phenyl-2-(4-methylphenyl)ethylamine amide derivate of
(Syisoleucine to aminopropyl silia-gel through
ino-3,5-dinitro-1- unit
Mobile phase
(a) n-Hexane-1,2-dichloromethane-propan-2-ol 94:9.5:0.5
(b) n-Hexane-1,2-dichloroethane-propan-2-ol 97.45:2.5:0.05
(¢) n-H 1,2-dicl propan-2-ol 94:9.5:0.5
(d)and (e) n-h 1,2- propan-2-ol 96.8:3:0.2
Detection: UV/circular dichroism 230 nm

Elution orders were assigned by using different stereoisomer-enriched products [60]
Rs>0.71 for all pyrethroids

Analysis time:

Fenpropathrin~20 min

Brofuthrinate ~ 30 min

Fenvalerate ~ 40 min

Cypermethrin~ 38 min

Cyfluthrin~50 min

Fenpropathrin (a)
Fenvalerate (b)
Brofluthrinate (c)
Cypermethrin (d)
Cyfluthrin (e)

CSP: new chiral stationary phase based on the
(R)-1-phenil-2-(4-methylphenyl)ethylamine
Amide derivate of (S)-valine and 2-chloro-3,5-dinitrobenzoic acid
Mobile phase

(a) Hexane-dichloromethane 94:6

(b) Hexane-1,2 dichloromethane-ethanol (98.45:1.2:0.35)

() Hexane-1,2 dichloromethane-ethanol (93.8:6:0.2)

(d) Incomplete

(e) Incomplete
Detection: UV 230 nm

Analysis time: [61]
Fenpropathrin~ 16 min

Brofuthrinate ~ 38 min

Fenvalerate ~ 32 min

Cypermethrin ~30 min

Cyfluthrin ~ 38 min

B-Cypermethrin
B-Cyfluthrin

Soil

CSP: Chiralcel OD column

Mobile phase: n-hexane-propan-2-ol 100:6 for cypermethrin/100:2 for
cyfluthrin

Detection: UV 230 nm

MSPD extraction, the final residue was redlsso]ved in n-hexane:propan-2-ol (100:0.1, v/v) [30]
to prove
Anzlysls time: <15 min previous separatmn of diastereoisomeric pairs

Cycloplothrin

1S,a" =CSP: Chiralcel OD-H column
Mobile phase: hexane:propan-2-ol 9:1
1R« =CSP: Chiralcel OJ-H column
Mobile phase: hexane:propan-2-ol 7:3
Detection: UV 254 nm

Enantioselective insecticidal activity against larvae of Mythimaseparata [36]
Analysis time

15,0’ 18.8-63.1 min

1Ra’ 23.9-41.0min

A-Cyhalothrin

CSP: Chiralcel OD column
Mobile phase: n-hexane:propan-2-ol 95:5
Detection: circular dichroism/UV 236 nm

Enanti tive toxicity of this and malformations induced mainly by one [24]
enantiomer
Analysis time

<20min
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Fig.4. NP-HPLC chromatograms of cypermethrin (a) standard (b) residual cyperme-
thrin soil extract form the Riibhau (c) from the Tranke site. Column: Pirkle, mobile
phase: 0.05% trifluoroacetic acid-0.05% 2-propanol in hexane. Reprinted with per-
mission from Ref. [53].

the analysis of cypermethrin enantiomers and their degradation
products in soil extract after forestry application of this compound.
Fig. 4 shows chiral NP-HPLC with the Pirkle type phase and 0.05%
trifluoroacetic acid (TFA)-0.05% propan-2-ol in hexane as mobile
phase [53]. Eight cypermethrin stereoisomers were separated into
seven peaks (Fig. 4a) and two soil extracts were also injected
(Fig. 4b and c).

In some cases a previous separation of the diastereoisomers
and the injection of the fractions in the chiral column were nec-
essary to achieve a good enantioresolution [30,57]. Edwards and
Ford [57] resolved the four diastereoisomeric pairs of cypermethrin
and the two diastereoisomeric pairs of permethrin on an irregu-
lar silica column using hexane-chloroform-diethyl ether (200:1:6).
All diastereoisomeric pairs were injected individually in cellulose
based chiral HPLC column with hexane-propan-2-ol (250:1) as
mobile phase. In the case of cypermethrin the separation of the four
diastereoisomeric pairs was achieved with reasonable retention
times (<50 min). For permethrin only two of the four enantiomers
were baseline separated. Li et al. [30] resolved the four enantiomers
of B-cypermethrin and B-cyfluthrin in a Chiralcel OD column
(cellulose tris-(3,5-dimethylphenylcarbamate coated on 10 wm
silica-gel) (Daicel Chemical Industries, Japan). First of all an achiral
separation of the two diastereoisomeric pairs of each pyrethroid
was carried out and only two peaks were observed that cor-
responded to 1R,cis,1S+1S,cis, 1R and 1R,trans,1S+1S,trans,1R. To
identify each peak a standard of a-cypermethrin and a-cyfluthrin
(1R,cis, 1S+1S,cis,1R) was injected. This method was used for the
determination of enantioselective degradation of 3-cypermethrin
and B-cyfluthrin in soil.

Sometimes there are significant differences among the results
obtained with the same CSPs. These results can be due to the influ-
ence of the chiral selector bonding to the silica support and/or
other possible variation in properties of stationary phases (differ-
ent surface concentration of chiral selector, accessibility of silanol
groups, etc.) [58]. Lemr et al. [58] proved the influence of two 3-CD

@) ChiraDex column

min
0 b 10 it 20 25

Cyclobond column

0 5 10 15 20 g5

ChiraDex column

| P4 i, W

r i} min
0 10 20 30 40 50 60 70 80

Cyclobond column

min
Q 10 20 30 40 50 60 70

Fig. 5. Chiral separation by HPLC of (a) alphamethrin (b) cypermethrin in two
different columns with the same CSP: ChiraDex (mobile phase: 150 mmol/L triethy-
lamine with H,SO4 (pH 3.5): methanol 45:55 (v/v); detection: UV absorption at
210 nm; flow-rate: 0.8 mL/min for alphamethrin and 0.6 mL/min for cypermethrin;
temperature: 20°C for alphamethrin and 10°C for cypermethrin) and Cyclobond
1 2000 (mobile phase: 150 mmol/L triethylamine with H3PO4 (pH 3.5): methanol
50:50 (v/v); flow-rate: 0.8 mL/min; detection: UV absorption at 210 nm; flow-rate:
1.0 mL/min; temperature: 20 °C). (Reprinted with permission from Ref. [58]).

columns: ChiraDex (Merck, Darmstadt, Germany) and Cyclobond I
2000 (Astec, Whippany, NJ, USA) in the separation of alphamethrin
and cypermethrin. As Fig. 5 shows better results were obtained for
alphamethrin with ChiraDex-3-CD (Fig. 5a) while for cypermethrin
Cyclobond I 2000 column was better (Fig. 5b) under the same other
experimental conditions [58].

Yang et al. [59] separated the enantiomers of nine pyrethroids
with three polysaccharide-based CSPs: Chiralpak AD (Amylose
tris (3,5-dimethylphenylcarbamate)), Chiralcel OD-R (cellulose tris
(3,5-dimethylphenylcarbamate)) and Chiralcel OJ (Cellulose tris
(4-methylbenzoate)) all of them from Daicel Chemical Indus-
tries (Tokyo, Japan) both in reversed and normal HPLC modes.
The composition of mobile phase played an important role in
the resolution of pyrethroids enantiomers in both modes. Enan-
tiomers of T-fluvalinate and permethrin were also separated and
simultaneously determined by Yang et al. [44] with a Chiralcel
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Fig. 6. Chromatograms of A-cyhalothrin obtained by HPLC on chiral columns detected by circular dichroism and ultraviolet (UV) detection. (a) Chiralpak amylose tris
(3,5-dimethylphenyl-carbamate), n-hexane/ethanol (98/2, v/v), 25°C, 0.40 mL/min; (b) Chiralpak amylase tris-([S]-a-methylbenzyl-carbamate), n-hexane/ethanol (95/5,
v/v), 25°C, 0.60 mL/min; (c) Chiralcel cellulose tris (3,5-dimethylphenyl-carbamate), n-hexane/propan-2-ol (95/5, v/v), 25°C, 0.50 mL/min; (d) Chiralcel cellulose tris-(4-
methylbenzoate), n-hexane/ethanol (95/5, v/v), 25 °C, 0.60 mL min—"'. Reprinted with permission from Ref. [24].

O] column under normal phase mode and a mobile phase of n-
hexane-ethanol (90:10, v/v) with a baseline resolution (Rs>1.5).
LODs for 7-fluvalinate and permethrin were 0.12 and 0.14 pg/L.
The developed method was applied to the determination of
these compounds in drinking water samples at ppb levels before
solid-phase extraction (SPE) with C-18 cartridges. Recoveries
ranged between 103 and 113% and precision values were better
than 10%.

The asymetrically synthesized isomers of cycloprothrin were
resolved on a chiral column and the evaluation of the enan-
tioselectivity of their insecticidal activity was studied by Jiang
et al. [36]. Complete separation was achieved on a Chiral-
cel OD-H column (cellulose tris-(3,5-dimethylphenylcarbamate)
coated on 5 pm silica-gel) (Daicel Chemical Industries, Japan) for
(1S,a")-cycloprothrin isomers with retention times of 18.8 min and
63.1 min. For (1R,a")-cycloprothrin isomers, a Chiralcel OJ-H col-
umn (cellulose tris-(4-methylbenzoate) coated on 5 m silica-gel)
(Daicel Chemical Industries, Japan) gave two peaks with retention
times of 23.9 min and 41.0 min. The method allowed individual
isomers to be recovered for use in bioassays.

Xu et al. [24] performed the separation of A-cyhalothrin by
HPLC using four different chiral columns: Chiralpak AD, Chiral-
pak AS (amylose tris-[(S)-a-methylbenzylcarbamate]| coated on
10 wm silica-gel) (Daicel Chemical Industries, Japan), Chiralcel
OD and Chiralcel OJ. The enantiomers of A-cyhalothrin were
separated completely on all columns tested, but the best reso-
lutions were obtained with Chiracel OD as stationary phase and
n-hexane:propan-2-ol 95:5 as mobile phase. To identify each enan-
tiomer a circular dicroism detector was used. Although lower
temperatures and less amounts of modifiers resulted in better
separations, the retention times of enantiomers and their peak
tailing must also be taken into account when selecting chromato-
graphic conditions. Fig. 6 shows chromatograms of A-cyhalothrin
in different experimental conditions, using circular dichroism
and ultraviolet (UV) detection systems [24]. The chromatographic
method developed in this work may be suitable for obtaining
optically pure enantiomers of A-cyhalothrin which would be a pre-
requisite for toxicity assessment.
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Finally, Tan et al. [60,61] reported two novel CSPs by bond-
ing (R)-1-phenyl-2-(4-methylphenyl)ethylamine amide derivative
of (S)-isoleucine to aminopropyl silica-gel through 2-amino-
3,5-dinitro-1-carboxamido-benzene unit in the first one and
(R)-1-phenyl-2-(4-methylphenyl)ethylamine amide derivative of
(S)-valine in the second column. The new CSPs were applied
to the enantioresolution of five pyrethroid insecticides by NP-
HPLC. Two enantiomers of fenpropathrin and four stereoisomers
of fenvalerate were baseline separated using n-hexane:1,2-
dichloroethane:propan-2-ol as mobile phase for the first CSP and
n-hexane:1,2-dichloroethane:ethanol in the valine derivate CSP,
showing that enantioselectivity of this stationary phase is better
than that obtained with a Pirkle type 1-A column for the com-
pounds. Only partial separations were observed for brofluthrinate,
cypermethrin and cyfluthrin.

5.2.3. Capillary electrophoresis

Capillary electrophoresis is a quite new technique in the chiral
separation of pyrethroids. Its main limitation is the low concentra-
tion sensitivity obtained with optical detection due to the small
sample volumes injected and the limited path length employed
for on-capillary detection [62]. To avoid these problems differ-
ent options have been reported such as sample preconcentration
procedures and alternative detection systems [62-65]. In on-line
UV detection, which is the most common detection mode used
in CE, a small enhancement of the sensitivity can be observed by
using special designs of the detection window (bubble and Z-cells).
Off-line sample preconcentration procedures have been developed
to improve the LODs usually achieved by CE. Thus liquid-liquid
extraction, solid-phase extraction (SPE), solid-phase microextrac-
tion, supercritical fluid extraction and cloud point extraction have
demonstrated their usefulness prior to CE analysis of insecticides
[62]. On-line preconcentration techniques based on electrophoretic
principles such as: sample stacking [66], transient isotachophoresis
[67], sweeping [68], and dynamic pH junction [69] have also been
employed. However, the use of alternative detection systems, such
as laser induced fluorescence (LIF), phosphorescence, MS and elec-
trochemical detection has enabled to achieve the most promising



Table 5
Chiral separation of pyrethroids by CE.
Pyrethroid Matrix CE mode Separation conditions Sample preparation/comments References
Boallethrin Water CD-MEKC Chiral selector: DM--CD SPE preconcentration with Oasis HLB cartridges. The analytes were 17]
Fenpropathrin BGE: 50 mM NaH>PO, +sodium cholate + 15 mM eluted with 6 mL methyl t-butyl ether (90:10, v/v)
Pehnothrin DM-B-CD Analysis time
Capillary: 50 wm (i.d.) x 40 cm (47 cm tl.) - Bioallethrin ~ 13 min
Voltage: 20kV' - Fenpropathrin and Phenothrin <6 min
Temperature: 20°C Ry>1.5 for all compounds
Detection: UV 214nm
DCA (Permethrin), CA (Phenotrin), = MECK Chiral selector: OG (chiral surfactant) Previous derivatization with ANDSA (16]
DCA (Cypermethrin), CMBA BGE: 100 mM sodium phosphate pH 6.5 +10% (v/v)
(Sanmarton), TCCA acetonitrile + OM 25 mM
(Fenpropatrhrin) Capillary: 50 pum (i.d.) x 50 cm (57 cm t.1.)
Voltage: 19kV/
Temperature: 20°C
Detection: UV 255 nm and LIF: Aex: 360 nm, Aem:
380+2nm
CA (Phenothrin), DCA = MEKC Chiral selector: OG (chiral surfactant) Previous derivatization with ANDSA [70]
(Cypermethrin), CMBA BGE: 175 mM phosphate pH 6.5 containing 30 mM OM
(Sanmarton) Capillary: 50 pum (i.d.) x 50 cm (57 cm t.l.)
Voltage: 18kV;
Temperature: 18°C
Detection: LIF: Aex: 325 nm, Aem: 380 +2nm and
420+2nm
Cypermethrin, Alphamethrin, = CD-MEKC Chiral selector: y-CD Analysis time (49]
Permethrin, Fenpropathrin BGE: 50 mM sodium phosphate pH 2.5+ 150 mM <15min for all pyrethroids
SDS +150 mg/mL y-CD Rs fenpropathrin: 10
Capillary: 50 pm (i.d.) x 30cm (37 cm t.1.) R S——
Voltage: —250V/cm
Temperature: 20°C
Detection: UV 214nm
Fenpropathrin, fenvalerate Cellulose CEC Chiral selector: Me-B-CD SFE from a cellulose matrix using CO, 71
Fluvalinate BGE: methanol 25 mM Tris pH 8.3 + Me-B-CD 70 mM Analysis time
Capillary: 75 pm (i.d.) x 21cm (30cm t.l.) - Fenpropathrin > 25 min,
Voltage: 25kV' and i were not ¢ resolved
Temperature: 20°C
Detection: UV 214nm
Chrysanthemic acid - CD-EKC Chiral selector: PMMA--CD - [71]

Permethrinic acid
Deltamethrinic acid

BGE: 40 mM boric +40 mM acetic +40 mM phosphoric
acids (1:2:2)

Capillary: 50 pm (i.d.) x 50 cm (58.5 cm t.1.)

Voltage: 30kV

Detection: UV 202 and 220 nm
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sensitivity enhancements. The combination of preconcentration
techniques with alternative detectors makes it possible to achieve
the highest sensitivity enhancements [63-65].

A few articles have been published on the separation of
pyrethroids (see Table 5) and only in some of them the developed
method has been applied to the analysis of real matrices [17]. The
most extended CE mode used for enantioseparations of pyrethroids
is Micellar Electrokinetic Chromatography (MEKC) both with chi-
ral and achiral surfactants and MEKC in presence of cyclodextrins
(CD-MEKC), although Capillary Electrochromatography (CEC) and
Electrokinetic Chromatography with cyclodextrin (CD-EKC) have
also been employed.

Karcher and El Rassi [16] developed the separation of per-
methrin, phenothrin, cypermethrin, fenpropathrin and Sanmarton
(fenvalerate) hydrolysis products by MEKC with n-octyl-3-p-
glucoside (OG) and n-octyl-3-O-maltopyranoside (OM) as chiral
surfactants. Hydrolysis gave as product the corresponding car-
boxylic acid that contains less chiral centers so this way the
number of enantiomers was reduced, making the separation eas-
ier. The detection system used was LIF previous derivatization
of the carboxylated hydrolytic products with 7-aminonaphtalene-
1,3-disulfonic acid (ANDSA), which apart from making possible
the LIF detection, increased the solubility of the analytes render-
ing them more amenable to analysis by aqueous CE. LIF detection
is a good choice but it involves the introduction of an additional
step in the analysis that has to be carefully optimized [1]. The
same authors [70] intended to extend this method for the chiral
separation of phenothrin, cypermethrin and Sanmarton (fenvaler-
ate) and their respective hydrolysis products. The detection system
was also LIF but in this case different fluorescent labels were
tested: 5-aminonaphthalene-1-sulfonic acid (ANSA), ANDSA and
8-aminonaphthalene-1,3,6-trisulfonic acid (ANTS), with different
number of sulfonic acid groups (1,2 or 3 respectively), and the same
two chiral surfactants: OM and OG to improve the separations. The
magnitude of enantioseparation was shown to vary greatly among
the fluorescence labels, with ANDSA providing the best overall
enantioresolution. Furthermore, a change in enantioresolution was
observed when changing the ionic strength as well as the nature

12.29

and concentration of surfactant. The best resolutions were obtained
with ANDSA and OG.

Another electrophoresis mode that has been applied to the
chiral separation of pyrethroids is CD-MEKC in which the enan-
tiomers are separated based on their different interactions with
the micelles and the cyclodextrin. Sevckik et al. [49] com-
pared CD-MEKC and HPLC for the separation of the lipophilic
uncharged pyrethroids cypermethrin, alphamethrin, permethrin
and fenpropathrin. Different kinds of cyclodextrins (3-CD, HP-3-
CD, DM-[3-CD, TM-3-CD, y-CD), surfactants (SDS and CTAB), and
some background electrolytes at pH 2.5 were tested. Optimized
conditions (background electrolyte: 50 mmol/L sodium phosphate,
pH 2.5, 150 mmol/L SDS, 150 mmol/L vy-cyclodextrin) allowed the
separation of alphamethrin, the eight cypermethrin stereoiso-
mers being eluted in seven peaks and the separation of two
enantiomers of fenpropathrin with resolution Rs=10. Under the
tested experimental conditions, complete separation of four per-
methrin stereoisomers was not obtained. In comparison to HPLC,
alphamethrin enantiomers were separated by both methods, CD-
MEKC allowed enantioseparation of fenpronpathrin with very high
resolution and better separation of cypermethrin stereoisomers,
and HPLC offered better possibilities in the analysis of permethrin.

Shea et al. [17] carried out the separation of the enantiomers
of seven pesticides, three of them were pyrethroids (bioallethrin,
fenpropathrin and phenothrin) by MEKC or CD-MEKC, and they
applied the method to the analysis of fortified water samples. In
this case, they investigated the use of two surfactants, sodium dode-
cyl sulfate (SDS) and sodium cholate (SC (chiral surfactant)) alone
or in combination with different cyclodextrins ((3-CD, DM-3-CD,
TM-B-CD, HP-B-CD, y-CD, HP-y-CD) in a phosphate buffer (pH
7.0). With SDS, bioallethrin and fenpropathrin enantiomers were
separated in presence of DM-3-CD (Rs=0.8) and y-CD (Rs=7.1),
respectively. With SC, bioallethrin enantiomers were resolved
with B-CD (Rs=1.3), DM-B-CD (Rs=1.5), and HP-3-CD (Rs=2.4);
fenpropathrin enantiomers were resolved only in presence of DM-
3-CD (Rs =1.5); and phenothrin enantiomers were resolved when
using DM-[3-CD (Rs =1.5) and HP-3-CD (Rs =0.7). Fig. 7 shows the
separation of bioallethrin enantiomers (Fig. 7a) with SDS and DM-
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14 0 1 2 3 4 5 6 7

Fig. 7. Chiral separation by CD-MEKC for (a) bioallethrin with 50 mM NaH, PO, +50 mM SDS + 15 mM DM-B-CD buffer, pH 7 and (b) fenpropathrin enantiomers with 50 mM
NaH,PO4 +50 mM SC+ 15 mM DM-B-CD buffer, pH 7. Other experimental condition (capillary: 50 m i.d. x 47 cm Ler (40 cm Ly); pressure injection 2s; 20kV; A=214nm).

Reprinted with permission from Ref. [17].
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Fig. 8. Electropherograms corresponding to the separation of fenpropathrin
with increasing Me-3-CD concentration. Experimental conditions: mobile phase:
methanol-25mM Tris pH 8.3 (75:25) (10, 20, 40, and 70 mM Me-{3-CD); column:
30cm x 75 wmi.d. (21 cm packed length) 5 wm packed Hypersil ODS; voltage: 25 kV;
temperature: 20°C; A: 214 nm; electrokinetic injection: 5kV x 3 s. Sample: thiourea
and fenpropathrin in 100% methanol. Reprinted with permission from Ref. [7].

3-CD and fenpropathrin (Fig. 7b) with SC bile salt and DM-3-CD
[17]. Analysis of fortified water samples under the experimental
conditions suitable for baseline resolution of enantiomers of the
three pyrethoids studied in this work, yielded recoveries (for the
total concentration of each compound, not for the concentration
of each enantiomer) ranging from 49 to 84% and detection limits
ranging from 0.27 to 2.1 ppb.

There is only one publication in which CEC is used for the enan-
tioseparation of three pyrethroids (fenpropathrin, fenvalerate and
fluvalinate) [7]. The chiral separations were investigated by using
Hypersil 5 wm ODS stationary phase (Shandon, Runcon, UK), Me-
B-CD and HP-B-CD as chiral additives at different concentrations
and methanol as organic modifier in a mobile phase 25 mM Tris
at pH 8.3. No chiral discrimination was achieved for fluvalinate in
any experimental condition. Fenvalerate only showed slight resolu-
tion (Rs =0.42) with Me-3-CD (80 mM). However, the enantiomers
of fenpropathrin were partially resolved with HP-3-CD (20 mM,
Rs=0.53) and baseline separation was obtained with Me-f3-CD.
Fig. 8 shows the separation of the enantiomers of fenpropathrin in
a methanol-25mM Tris pH 8.3 (75:25) mobile phase with differ-

ent concentrations of Me-3-CD [7]. Optimum resolution (Rs =1.4)
was obtained at 70 mM cyclodextrin concentration. This work also
reported the use of CEC for monitoring the extraction of three
pyrethroids insecticides from a cellulose matrix by SFE using as
supercritical fluid, CO,. LODs achieved for fenpropathrin, fenvaler-
ate and fluvalinate were 4.7, 3.8 and 2.1 pg/mL respectively.

Finally, Ivanyi et al. using positively ionizable permethyl
monoamino B-cyclodextrin (PMMA-3-CD) separated all enan-
tiomers and diastereomers of chrysanthemic, permethrinic and
deltamethrinic pyrethroic acids in one run with the exception of
trans-chrysanthemic acid, which was only partially separated [71].
PMMA-B-CD seems to be a much better chiral selector than other
CDs used in this work.

It can be emphasized that only in one article dealing with the
separation of pyrethroids by CE the quantification of the enan-
tiomers was achieved [7].

5.2.4. Subcritical and supercritical fluid chromatography

Only one article has reported the use of sub or supercriti-
cal fluid chromatography for the separation of enantiomers of
pyrethroids. Although the use of supercritical fluid chromatogra-
phy is not very extended it can present some advantages when
compared to HPLC. For example, when the same columns are used
in HPLC and SFC, shorter analysis times can be expected in SFC
since the viscosity of supercritical fluid is lower than that for
a liquid [72]. Other advantages are easy elimination of the elu-
ent and the use for preparative purposes [72]. Although SFC has
been applied to the chiral separation of some compounds, it has
rarely been applied to agrochemical compounds [72]. Nishikawa
[72] performed the enantioseparation of fenpropathrin and fen-
valerate by subcritical (SubFC) and SFC fluid chromatography using
the Pirkle type chiral stationary phases developed for HPLC and
CO, with ethanol, dichloromethane and hexane as modifier to the
mobile phase. The Pirkle columns used were Sumichiral 0A-2000
((R)-phenylglycine and 3,5-dinitrobenzoic acid) for fenvalerate and
Sumichiral OA-4000 for fenpropathrin. Fig. 9 shows the subcritical
fluid chromatogram corresponding to the separation of the four
enantiomers of fenvalerate (Fig. 9a) and of the two enantiomers of
fenpropathrin (Fig. 9b) [72]. The modifiers were 10% ethanol in hex-
ane and hexane respectively. Enantioselectivity mainly depended
on the temperature, and not as strongly on other parameters, such
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Fig. 9. Subcritical fluid chromatogram of (a) fenvalerate enantiomers on a Sumichiral OA-2000 chiral column (experimental conditions: mobile phase carbon dioxide at
300 p.L/min and 10% ethanol in hexane at 10 wL/min; pressure 200 kg/cm? (backpressure); column temperature held at 20 °C; detection, UV at 210 nm) and (b) fenpropathrin
enantiomers on a Sumichiral OA-4000 chiral column experimental conditions: mobile phase carbon dioxide at 300 pL/min and hexane at 2 wL/min; pressure, 170 kg/cm?
(backpressure); column temperature held at 25°C; detection, UV at 210 nm). Reprinted with permission from Ref. [72].
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as the nature of the polar modifier. Operation below 20 °Cimproved
the separation while with higher temperatures the resolution was
scarce.

6. Concluding remarks and future trends

The chiral separation of synthetic pyrethroids has been mainly
achieved by HPLC or GC techniques. Different types of chiral
columns based on cyclodextrins have been used for this purpose.
The developed methods were applied to different matrices like
water, soil, sediments and biological samples. A search of literature
cited here indicates few reports about the chiral resolution of these
environmental pollutants by CE. MEKC is the mode of CE mainly
used in all the publications both with achiral and chiral surfac-
tants necessary due to the poor solubility of pyrethroids in aqueous
media. The major concern in CE is the lack of sensitivity. Several
approaches may be useful to overcome this problem. They include
on-line preconcentration techniques or alternative detection sys-
tems. This seems to be a promising area in the study of pyrethroids
in real samples.

About the different pyrethroids studied it is necessary to bring
out that only few of them have been studied in the field of chiral
separations perhaps due to the difficulties in the obtention of pure
standards and single isomers. There is a wide range of synthetic
pyrethroids yet to be studied for separating their enantiomers.
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Fungicides are very important and diverse environmental and agricultural concern species. Their deter-
mination in commercial formulations or environmental matrices, requires highly efficient, selective and
sensitive methods. A significant number of these chemicals are chiral with the activity residing usually
in one of the enantiomers. The different toxicological and degradation behavior observed in many cases
for fungicide enantiomers, results in the need to investigate them separately. For this purpose, separa-
tion techniques such as GC, HPLC, supercritical fluid chromatography (SFC) and CE have widely been
employed although, at present, HPLC still dominates chromatographic chiral analysis of fungicides. This
review covers the literature concerning the enantiomeric separation of fungicides usually employed in
agriculture grouping the chiral separation methodologies developed for their analysis in environmental,
biological, and food samples.
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1. Introduction

The main aim of all research studies about new agricultural
products, is the development of new compounds able to offer the
same effectiveness with lower application rates, higher selectiv-
ity, less cost and less undesired effects [1]. Approximately a 25% of
all the agrochemicals used in the world are chiral and this prop-
erty can have influence on all these aspects due to the different
activity that stereoisomers may have [2]. In fact, although stereoiso-
mers have exactly the same physical and chemical characteristics,
when exposed to a chiral environment they use to behave very
different and this can lead to different activities, toxicology or
degradation patterns. If this is the case, when racemic mixtures are
employed, from a 50 to a 75% of the amount added into the environ-
ment corresponds to an undesired and unneeded compound which
may be less active as pesticide or even be toxic against non-target
organisms [3]. In spite of this behavior, the most part of these
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products are marketed and employed as racemates although the
total amount of compound released to the environment could
be greatly reduced if enantiomerically enriched products were
used [4]. The different activity of pesticide enantiomers and the
use of pure enantiomers as agrochemicals makes necessary their
stereoselective determination in order to optimize enantioselective
production processes, assessing the enantiopurity of formulations
and monitoring their presence in the environment or into different
types of matrices.

Fungicides are chemical compounds or biological organisms
used to kill or inhibit fungi or fungal spores. Taking into account
that the amount of pesticides employed per year is increasing, the
amount of fungicides released to the environment increases at the
same rate [5].

There is a great number of types of fungicides. They can be
classified according to different criteria but perhaps the most usu-
ally employed are (1) mode of action and (2) chemical group [6].
Although some fungicides are chiral there is not much information
concerning the role that chirality plays in their properties. Cona-
zole and amide type fungicides are the best documented and there
are some works showing the clear differences between the behav-
ior of their enantiomers. Regarding the pesticide activity there
are many compounds for which this property is only or mainly
associated to one enantiomer. For example, for conazole type fungi-
cides, the R-enantiomer of diniconazole and uniconazole, shows
stronger fungicidal activity than the S-enantiomer, whereas the
latter has higher plant growth regulating activity [7,8]. The same
behavior has been observed for tebuconazole [9] and dichlopen-
tezol whose R-enantiomer is over one hundred times more active
as fungicide than the S-enantiomer, but the latter possesses very
marked plant growth regulatory properties [10]. Another exam-
ple is paclobutrazol since its fungicide activity is connected with
2R,3R-paclobutrazol while 2S,3S-paclobutrazol is responsible for
the anti-gibberellin activity in plant growth regulation [11]. For
triadimenol, a fungicide that possesses four stereoisomers, the (—)-
threo-1S,2R-enantiomer shows the highest fungitoxicity against
Rhizoctonia solani among the four enantiomers [12]. In the case
of amide type fungicides most information found in the literature
refers enantiomers of metalaxyl and benalaxyl. All the fungici-
dal activity of these compounds lies in the (+)-enantiomer or
R-enantiomer [13].

When biological processes take place, the degradation patterns
of each enantiomer may also differ a lot, resulting for example in
the higher persistence of the non-active enantiomers. Furthermore,
the toxicity against non-target organisms may also be different. For
example, tebuconazole is degraded in rabbits following a pseudo-
first-order kinetics and the degradation of the S-tebuconazole was
much faster than that of the R-enantiomer in plasma after admin-
istration of the racemic compound [14]. Enzymatic reactions in
rat microsomal material show that under physiological conditions
of rat, the trans-isomer of bromuconazole reacts faster than the
cis-isomer. Moreover, trans-bromuconazole was found to undergo
stereoselective metabolism as evidenced by a change in the enan-
tiomeric ratio (trans (—)/trans (+)) with time [15]. It was also
reported that (—)-imazalil was degraded more quickly than (+)-
imazalil in oranges [16], however, when imazalil was analyzed in
soil extracts the degradation observed for both enantiomers was
just the same. Due to the fact that the pH of the soils analyzed
in this study was slightly alkaline, it is possible that the microbial
activity under these conditions was limited and thus the degrada-
tion was not enantioselective [17]. The degradation of metalaxyl
in most type of soils was shown to be enantioselective with the
fungicidal active enantiomer, R-metalaxyl being degraded faster
than the inactive S-enantiomer, resulting in residues enriched with
S-metalaxyl when the racemic compound was incubated [13].
However, the S-enantiomer of this compound showed a faster
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Fig. 1. Graphic showing the number of publications per year of each technique in
the field of chiral separation of fungicides.

degradation in plants [18] and in rabbits, where its levels in plasma,
liver and kidney decreased more rapidly than for the R-enantiomer
[19]. Furthermore, acute toxicities of racemic metalaxyl and R-
metalaxyl to Daphnia magna were determined and compared by
Chen et al. [20]. The median lethal concentration (LC50) values
for racemic and R-metalaxyl to D. magna showed the clear differ-
ence in the toxicity of the two enantiomers against this organism.
In the case of benalaxyl, several articles have reported the dif-
ferences in degradation between its two enantiomers in tomato,
tobacco, sugar beet, capsicum, cucumber, and some kind of soils
[21,22]. The results in soil showed that R-enantiomer dissipated
faster than S-enantiomer and the stereoselectivity might be caused
by microorganisms [21,22]. In tobacco, tomato, sugar beet and cap-
sicum plants, there was significantly stereoselective metabolism. In
effect, the preferential absorption and degradation of S-benalaxyl
resulted in an enrichment of the R-enantiomer residue in these veg-
etables [21]. In terms of enantiotoxicity, for earthworm in paper
contact test, after 48 h of exposure, the calculated LC50 values
of the R-form and S-form were 4.99 and 6.66 g/cm?, respec-
tively, demonstrating the clear differences in the toxicity of the two
enantiomers of benalaxyl against this non-target organism [23].
Finally, vinclozolin (dicarboximide fungicide) has been proved to be
enantioselectively degraded in wines during wine-making process,
resulting in the enrichment of (—)-vinclozolin [24].

Taking into account all mentioned, chiral separation techniques
with high efficiency are needed to determine the stereoisomers of
pesticides in environmental and other many matrices and to under-
stand the enantiomeric discrimination in these media in order to
improve both our understanding of the pesticides and safety to
humans, animals and environment [25].

Chiral separation of fungicides has been performed by differ-
ent techniques (GC, HPLC, SFC, and CE). A chiral separation by
these analytical techniques can be performed by two different
experimental approaches: indirect or direct separations. Indirect
separation needs a previous derivatization step with a chiral agent
in order to transform the enantiomers into diastereoisomers that
can be easily separated into an achiral column. To achieve the
chiral separation successfully a nearly 100% pure enantiomeric
derivatization reagent is needed [26]. Only a work is described in
the literature using this strategy [27], being the direct separation
of fungicide enantiomers employed in most cases. This strategy
involves the addition of a chiral selector to the separation media or
the employ of CSPs. The formation of reversible diastereoisomeric
complexes is the responsible for the chiral discrimination [28]. As
it can be observed in Fig. 1, the most employed technique for the
determination of fungicide enantiomers is HPLC. In fact, the wide
variety of chiral columns able to resolve a large number of fungi-
cides has made HPLC a versatile technique widely applied to the
determination of fungicides at low concentration levels. UV detec-
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tion was employed in these works showing a lack in the use of other
detection systems such as MS. On the other hand, CE is a promising
technique in this area due to its high resolution and separation effi-
ciency, simplicity, rapidity, short analysis times, small sample and
reagents consumption, etc. However, it is known that CE suffers
from limited sensitivity due to the short optical pathlength of in-
capillary detection. Surprisingly, in all the works reported in this
review optical detection was employed in CE as well as in HPLC.
Finally, there are also some works by GC and SFC but they suppose
the minor part of the articles published although for example SFC
offers quite low analysis times and acceptable resolutions in all the
reported works. The main problem when analyzing fungicides by
GC is that there are some groups thermally unstable and/or with a
really high boiling point.

This review covers the literature concerning the enantiomeric
separation of agricultural fungicides including the characteristics of
the chiral methodologies employed in their determination as well
as the most relevant results obtained.

Reference

[36]

3-5 2. Chiral separation of fungicides

Sample preparation/comments

(j) No separation

2.1. Gas chromatography

Chiral GC is widely used for the analysis of volatile chiral com-
pounds that are thermally stable; this includes molecules having
few functional groups that can volatilize easily. Compared to other
techniques, GC has as its main advantages the high efficiency, sensi-
tivity and reproducibility [29]. Furthermore, the combination of GC
with detectors like MS, electron capture detector (ECD) or the cou-
pling with a second chromatographic dimension (GC x GC) makes
this technique very appropriate to analyze environmental, agricul-
tural and food samples [29].

In the direct separation by chiral GC several types of CSPs may be
employed. The most usual are classified in three groups: (1) amino
acid derivatives and diamides, (2) chiral metallic complexes, and
(3) cyclodextrin derivatives [30]. However, the last type accounts
about 90% of successful chiral separations in general and the same
can be said in the case of the chiral separation of agricultural
fungicides, as shown in Table 1. It can be observed that the com-
pounds enantiomerically separated by GC are quite limited focusing
mainly the works published on the chiral separation of pyrimidine
fungicides, conazole fungicides and amide fungicides and the most
employed detection is MS.

The first enantiomeric separation of fungicides by GC
was performed by Burden et al. [27] employing an indirect
approach in 1987. The fungicides triadimenol, bitertanol, tria-
penthenol, paclobutrazol, diclobutrazol and dichlopentezol, all
of them triazole alcohols, were derivatized with acid chlo-
rides to obtain the corresponding diastereoisomeric ester. The
diasteroisomers formed were resolved in an achiral SE-52 (5%
phenylmethylpolysiloxane) fused silica column in less than 3.8 min
and with almost baseline separation for triadimenol, paclobutrazol
and dichlopentezol.

Buser and Muller [31] developed the first methodology employ-
ing the direct approach, for the chiral resolution of the fungicide
metalaxyl in combination with some herbicides not shown in
Table 1 (alachlor, acetochlor, metolachlor, dimethenamid). The
employ of a tert-butyldimethylsilyl-B-CD based CSP column
(cyanopropylphenyldimethyl polysiloxane modified with the cited
cyclodextrin (CD), OV1701-BSCD) and using MS as detector per-
mitted the partial separation of metalaxyl enantiomers in 23 min.
This method was later applied to the determination of these five
compounds in sewage sludge, soils and surface waters previ-
ous extraction with an organic solvent for the first two matrices
(methanol for soils and ethyl acetate for sewage sludge) and a

T program: isothermal between 140 and 220°C

depending the compound.
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Injection: Split ratio (1:30).

Separation conditions
Detection: FID.

derivative columns.

Sample

Fungicide
Hexaconazole (a)
Imazal

Metalaxyl (d)
Myclobutanil (e)
Nuarimol (f)
Penconazole (g)
Propiconazole (h)
Tebuconazole (i)
Triadimefon (j)
Vinclozolin (k)

Table 1 (Continued)
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subsequent cleanup step with a silica microcolumn for sewage
sludge and soil samples and a percolation through a Bio-Rad S-X2
resin column for water samples [32]. Enantioselective degrada-
tion was observed in soil and sewage sludge for all compounds
except for acetochlor. Only for metalaxyl different enantioselectiv-
ity was demonstrated in the two different media studied with the
S-enantiomer being faster degraded in sewage sludge and the more
active enantiomer (R-metalaxyl) being faster degraded in soil. Ana-
lyzed surface and rain waters contained detectable amounts of all
the fungicides and in all but one of the samples the enantiomeric
composition was close to those of the technical product demon-
strating that no biological degradation had occurred. A similar CSP,
based on the same CD (PS086-BSCD, tert-butyldimethylsilyl-3-CD)
was also employed for the detection of metalaxyl and its cor-
responding metabolite in soils by the same research group [33].
Metalaxyl acid is the main metabolite of metalaxyl in environmen-
tal samples and it is also chiral. The two analytes were extracted
from soil with methanol. After this step, an ethylation reaction
was performed to make possible the detection of metalaxyl acid
as ethyl ester. The optimal temperature conditions selected for
the analysis, 70°C for 2 min followed by a ramp of 20°C/min to
120°Cand a second ramp at 3 °C/min till 230°C, allowed the simul-
taneous separation of both compounds in approximately 30 min.
Finally, the degradation pattern of the compounds was studied
showing in both cases the preferential degradation of one of the
enantiomers as it can be seen in Fig. 2. This figure shows the EI
SIM chromatograms for metalaxyl and metalaxyl acid (analyzed
as ethyl ester) from the incubation of racemic metalaxyl in soil
samples after (A) 0 days, (B) 28 days and (C) 74 days of the applica-
tion. The chromatograms confirm an initially racemic composition
of metalaxyl (Fig. 2A) and its enantioselective degradation lead-
ing to residues enriched with the first eluted S-enantiomer, and
the concurrent formation and subsequent degradation of meta-
laxyl acid (Fig. 2B). The residues from racemic metalaxyl were
dominated by S-metalaxyl and S-metalaxyl acid (Fig. 2C) and both
compounds were configurationally stable in soil and no intercon-
version was observed. When employing a chiral stationary phase
based on octakis [(bis-tert-butyldimethylsilyl)]-y-CD [34] the sep-
aration of these two compounds was obtained in less than 21 min
(approximately 10 min less than the obtained when employing the
same CD but 3 derivative) and with resolutions higher than 1.3.
The degradation results showed that depending on the pH of the
soil the enantioselective degradation of metalaxyl was in one or
in other sense but this did not occur for metalaxyl acid. In fact, in
aerobic soils with pH>5 the fungicidally active R-metalaxyl was
degraded faster than the S-metalaxyl, at pH 4-5 both enantiomers
were degraded at similar rates and at pH <4 or in anaerobic soils
the enantioselectivity was reversed. A similar study was achieved
for the fungicides epoxiconazole and cyproconazole using a CSP
based on the same CD [35]. The separation of epoxiconazole enan-
tiomers was obtained in 19.5 min with good resolution but only the
partial separation of the four enantiomers of cyproconazole was
possible in 20 min. The degradation study of these compounds in
soils showed that in alkaline and slightly acidic soils the degra-
dation of epoxiconazole was enantioselective whereas in more
acidic soils both enantiomers were degraded at similar rates. The
four stereoisomers of cyproconazole were also degraded at differ-
ent rates in various soils, but only the stereoselectivities between
epimers showed some correlations with pH whereas enantioselec-
tivities did not. Both fungicides were configurationally stable in soil,
and no enantiomerization or epimerization was observed.

Finally, a comparative study on the use of 6-O-tert-
butyldimethylsilyl and 6-O-tert-hexyldimethylsilyl-3 or -y
derivative columns was performed for the separation of fungi-
cide racemates of different volatility (hexaconazole, fenarimol,
imazalil, metalaxyl, myclobutanil, nuarimol, penconazole,
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Fig. 2. EI SIM chromatograms (m/z 220) of metalaxyl and metalaxyl acid (analyzed
as ethyl ester) by GC-MS from the incubation of racemic metalaxyl in soil sam-
ples after (A) 0 days, (B) 28 days and (C) 74 days after application using a chiral
column. Experimental conditions: Column: PS086-BSCD (tert-butyldimethylsilyl-3-
CD); T program: 70°C (2min), 20°C/min to 120°C/min, then 3°C/min to 230°;
injection: split/splitless (250°C, 60's splitless); detection: MS.

Reprinted with permission from Ref. [33].

propiconazole, tebuconazole, triadimefon and vinclozolin) by
Bicchi et al. [36]. For high-to-medium volatile racemates, the
6-0O-terc-butyldimethylsilyl-3-CDs based CSP was the most
enantioselective, while for medium-to-low volatile racemates
the 6-O-terc-hexyldimethylsilyl-y derivatives had a better
enantioselectivity.

2.2. High performance liquid chromatography

HPLC has been the most widely employed technique for chi-
ral separations, because it is quite rapid, non-destructive, there is
little possibility of epimerization during the analysis [37] and it
is the best technique for small-scale preparation of enantiopure
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Table 2 (Continued)

Reference
[70]

Sample preparation/comments

Separation conditions

Sample

Fungicide

Analysis times and Rs:

a) ~26 min,

CSP: amylopectin-tris(phenylcarbanate) based

column.

Metalaxyl (a)

1.37

~25min, 1.01
c) ~38 min,

1.47

~14min, 2.45

d)

1.54

e)~29min

f) ~31 min, 2.05

g) <31 min, 2.42.

Benalaxyl (b)

Mobile phase:

Miclobutanil (c)

(a) and (c¢) n-hexane/isopropanol 90:10 (v/v)

(b) n-hexane/isopropanol 97:3 (v/v)

Hexaconazole (d)

Tebuconazole (e)
Uniconazole (f)

(d)-(g) n-hexane/isopropanol 95:5 (v/v).

Detection: UV 230 nm and circular dichroism.

Paclobutrazol (g)

[71]

Analysis time: ~42 min for 2R,3S and 25,3R
enantiomers and ~7 min for 2R,3R and 2S,3S.

CSP: Hypersil BDS C8 for the separation of

2R,3S and 2S,3R enantiomers.

Voriconazole

The use of CDs in the mobile phase and the employ of

and Chirobiotic V™™ for the separation of 2R,3R

and 2S,3S columns.

vancomycin in the CSP were examined. CDs only were
able to separate one pair of diasteroisomers while for

the other pair it was necessary the chiral column

containing vancomycin.

V. Pérez-Ferndndez et al. / J. Chromatogr. A 1218 (2011) 6561-6582 6571

Mobile phase: methanol/20 mM KH,PO4

60:100 (v/v) with SBE-B-CD as chiral additive
for the separation of 2R,3S and 2S,3R

enantiomers and

cyclohexane/ethanol/TFA 70:30:0.075 (v/v) for

the separation of 2R,3R and 2S,3S.

Detection: UV 254 nm.
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chemicals [38]. The design of new CSPs capable of effective chi-
ral recognition is the key point of this technique [39]. Although
several CSPs have been probed in the field of chiral separation of
fungicides, polysaccharides are among the ones that have shown
best chiral recognition ability. In particular, cellulose and amylose
derivatives are the most popular and successful CSPs used in this
field.

Among the methods used to achieve the chiral separation of
fungicides, direct resolution of the enantiomers by HPLC using
columns packed with CSPs is the most routinely used, as it can
be seen in Table 2. The compounds analyzed are again mainly
focused in amide and conazole type fungicides perhaps because
to date, triazoles (corresponding to conazole group) represent the
most important category of fungicides [40]. There are a lot of dif-
ferent chiral stationary phases that have been employed for the
enantiomeric separation of fungicides by HPLC as shown in Fig. 3
being the most frequent a cellulose derivative: cellulose-tris-(3,5-
dimethylphenhylcarbamate) commercially known as Chiralcel OD.
This CSP was first employed by Zhou et al. [41] for the enantiomeric
separation of metalaxyl, metalaxyl intermediate and hexaconazole
using hexane/isopropanol as mobile phase for the first and third
compound and only hexane for metalaxyl intermediate, achieving
resolutions of 5.3, 1.2, and 1.8, respectively. After this first work
the research group studied other compounds such as tebucona-
zole [14,42,43], diniconazole [43,44], triadimefon [43], flutriafol
[43], benalaxyl [21-23,45-47],vinclozolin [45], epoxiconazole [47],
uniconazole [44] and paclobutrazol [44], using in most cases hex-
ane/isopropanol as mobile phase although sometimes the addition
of different alcohols such as ethanol or isobutanol to the mobile
phase was also investigated In some works the influence of the
alcohol added to the mobile phase [41,43-45,47] or its concentra-
tion on the chiral separation was studied [48]. In general, a lower
concentration of organic modifier resulted in higher resolution
values. Although for temperature there is not a general tendency
since for each compound a maximum Rs is reached at a different
value, it can be considered that usually lower temperatures result
in higher enantioselectivity [45,47]. It has to be mentioned that
analysis times were in all cases between 7 (metalaxyl) [48] and
45 min (tebuconazole and flutriafol) [43]. Concerning chiral res-
olution, values of 1.2 were obtained in the worst case [41] and
near 9.5 in the best one [48] both for metalaxyl intermediate.
The samples analyzed in all these works were of different nature,
some fungicides were extracted from biological samples like rabbit
plasma, tissues, liver and kidney [14,19,46] or earthworm tissues
[23]. Some others were analyzed in environmental and food sam-
ples (soils [21-23,45], water [45], cucumber plants [22], tomato,
tobacco and sugar beet [21]). Always a sample treatment step was
necessary to extract the analytes. Liquid extraction with an organic
solvent (acetone, methanol or ethyl acetate) was used in all the
works mentioned and sometimes a subsequent clean up step was
performed by solid phase extraction (SPE), especially when soil
samples were analyzed. Fig. 4 shows an example of the results
obtained for extracts from soil (Fig. 4A-C) and cucumber leaves
(Fig. 4D-F) spiked with racemic benalaxyl at a concentration of
5 pg/g. The extraction of benalaxyl from soil samples was firstly
performed with acetone, followed by a clean-up step by SPE and in
plants the extraction solvent was ethyl acetate also followed by a
clean-up step by SPE. The results shown in Fig. 4 compare the blank
samples (Fig. 4A and D), the samples just in the same moment they
were spiked with racemic benalaxyl (Fig. 4B and E) and the sam-
ples several days after the application or racemic benalaxyl (Fig. 4C
and F). As it can be observed, a preferential degradation of one of
the enantiomers is clearly obtained, actually the (+)-S-benalaxyl
showed a faster degradation in plants, while the (—)-R-benalaxyl
showed a faster degradation in soils [22]. Other real samples also
showed this enantioselective degradation, for example for rabbit
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Fig. 4. HPLC chromatograms of (A) extract blank from soil, (B) extract from soil fortified with racemic benalaxyl (5 pg/g), (C) extract from soil after 50 days incubation,
mobile phase for A-C hexane/isopropanol 95:5 (v/v), (D) extract from blank cucumber leaves, (E) extract from cucumber leaves fortified with racemic benalaxyl (5 p.g/g), (F)
extract from cucumber leaves 7 days after treatment with racemic benalaxyl, mobile phase for D-F hexane/isopropanol 96:4 (v/v). Other experimental conditions: Column:
CDMPC-CSP (cellulose-tris-(3,5-dimethylphenylcarbamate)); detection: UV 220 nm.

Reprinted with permission from Ref. [22].
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plasma and tissues (S)-tebuconazole was preferentially degraded
[14], while in plants like tomato, tobacco, sugar beet and capsicum
(S)-benalaxyl was faster degraded [21].

Ming et al. reported the use of the same CSP (cellulose-tris-
(3,5-dimethylphenylcarbamate)), following the method described
by Yashima et al. [49], for the separation of the enantiomers of
metalaxyl [50,51] and tebuconazole [51]. The influence of the sep-
aration temperature is of great importance as was demonstrated
in these two works, only changing the temperature in the range
from 10 to 40°C, the analysis times can be reduced from 20 to
approximately 7 min for metalaxyl and approximately 10 min for
tebuconazole [51]. The composition of mobile phase may also influ-
ence the analysis times as demonstrated by Ge et al. [52]. In this
work, employing hexane/isopropanol 70:30 (v/v) the separation of
metalaxyl enantiomers was achieved in less than 20 min. The analy-
sis time can be reduced by increasing the proportion of isopropanol
in the mobile phase and changing the temperature [51]. In general,
when increasing the temperature, the analysis time decreased and
the enantioselectivity was improved.

The commercial column of this CSP, Chiralcel OD has also
been employed in the chiral separation of agricultural use fungi-
cides. Shapovalova et al. [53] enantiomerically resolved two
triazole fungicides: diniconazole and (RS)-1-p-chlorophenyl-4,4-
dimethyl-3-(1H-1,2,4-triazol-1-ylmethyl)-pental-3-ol) using hex-
ane/isopropanol 96:4 (v/v) for diniconazole and 85:15 (v/v) for the
other triazole. This column showed a high recognition ability with
respect to these two compounds obtaining the chiral separation
in less than 15 min for both analytes and with resolutions higher
than 1.4. The method was successfully applied to the analysis of
commercial formulations containing diniconazole confirming the
fact that in all these commercial products racemic mixtures were
employed. Six conazole type fungicides (hexaconazole, triadime-
fon, tebuconazole, diniconazole, flutriafol and propiconazole) were
enantiomericaly resolved with the same column by Zhou et al. [54]
obtaining for all of them resolutions of at least 1. The separation
of difenoconazole could not be achieved with this column and a
Chiralcel OJ column (cellulose-tris-(4-methylbenzoate) coated on
10 wm silica gel) was necessary. In all cases, the influence of the
temperature on the retention factor of each compound was proved
to be very important but not for all analytes and while for hexacona-
zole, tebuconazole, flutriafol, propiconazole and difenoconazole
the separation achieved depended on the separation temperature
employed, for triadimefon and diniconazole the retention factors
keep unchanged in the range 10-35°C. The comparison of this
column with some other commercially available polysaccharide
based CSPs such as Chiralcel O], Chiralpak AD (amylose-tris-
(3,5-dimethylphenylcarbamete) coated on 10 wm silica gel) and
Chiralpak AS (amylose-tris-[(S)-a-methylbenzylcarbamate] coated
on 10 pm silica gel) was achieved for the evaluation of their appli-
cability in the chiral separation of the fungicides hexaconazole,
triadimenol and cis/trans-1,4-chlorophenyl-2-1H-1,2,4-triazol-1-
yl-cyclopentanol [55]. It was concluded that the CSP employed has
influence on the elution order of the enantiomers and also on the
effectivity of the separation being cellulose and amylose carba-
mate phases more versatile than the ester phase in general. Results
showed that Chiralcel OD separated the enantiomers of hexacona-
zole much better than the other CSPs and Chiralpak AD exhibited
the best separation for triadimenol and also showed some reso-
lution for all the other compounds but when all the compounds
were injected at once in this CSP the overlapping of some peaks
occurred. With respect to the mobile phase, it was shown that its
composition did not have influence on the elution order of the enan-
tiomers. Yang et al. [56] employed a Chiralcel OD column for the
enantiomeric separation of metalaxyl, triadimefon and myclobu-
tanil. The organic solvent employed in the mobile phase had a great
importance in the chiral separation achieved, for example chang-
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ing acetonitrile for methanol the chiral resolution increased from
4.4 to 5.7 for fungicide metalaxyl. Water content had also a great
influence on the chiral resolution since according to these authors
when increasing the water content in the mobile phase, enantiose-
lectivity increased. This fact was demonstrated by Buser and Muller
[31] that resolved metalaxyl enantiomers employing just the same
conditions but with a 10% more of water in the mobile phase. These
authors reached lower higher resolution for this compound than in
the previous work.

There are some other cellulose derivatives that enabled the chi-
ral separation of some fungicides. For example Chiralcel O] column
allowed the chiral separation of metalaxyl in two different works
[18,57], and the developed method was applied to the determina-
tion of the degradation pattern in soils and sunflower plants[18,57]
showing that S-metalaxyl was faster degraded in plants and R-
metalaxyl was faster degraded in soils. The extraction of metalaxyl
from both samples was performed following the same protocol that
consisted in a first extraction of the matrix with methanol followed
by a reextraction with ethyl acetate and finally a clean up step by
SPE.

The microcrystalline cellulose triacetate CSP studied by Hutta
et al. [58] showed a limited potential for the enantiomeric separa-
tion of epoxiconazole achieving only an enantiomeric resolution of
1.17. After optimizing all the experimental parameters the method
was successfully applied to the determination of epoxiconazole in
tap and surface waters and the separation of the two enantiomers
of epoxiconazole from an eleven pesticide mixture in soil samples
extracted with methanol/water. For this purpose a previous extrac-
tion of the compound was done employing methanol/water 95:5
(v/v) for soils and a preconcentration step in a short Separon SGX
C18 column for tap waters. Cellulose tryphenylcarbamate (CTPC)
based chiral column was employed by Wang et al. [38] for the
fungicides benalaxyl, vinclozolin, tebuconazole and hexaconazole
among some other pesticides. Benalaxyl and tebuconazole were
separated using n-hexane/isopropanol 90:10 (v/v) as mobile phase
and for vinclozolin and hexaconazole n-hexane/isopropanol 95:5
(v/v)was found to be the most suitable condition. Resolutions from
1.0 to 2.2 were obtained under these conditions.

To conclude with cellulose based CSPs, a comparison can
be established among different cellulose derivatives in the
analysis agricultural use fungicides. Pan et al. [59] compared
the columns named cellulose tribenzoate (CTB), cellulose-
tris-(4-methylbenzoate) (CTMB), CTPC and cellulose-tris-(3,5-
dimethylphenylcarbamate) (CDMPC), all of them self prepared,
in the separation of seven triazole fungicides (tebuconazole,
hexaconazole, myclobutanil, diniconazole, uniconazole, paclobu-
trazol and triadimenol). The results revealed that the enan-
tiomeric resolution capability generally decreased in the order:
CDMPC > CTPC > CTMB > CTB, with the last column being unable to
resolve any of the compounds. These results justify why in the
main part of works where cellulose based CSPs were employed,
cellulose-tris-(3,5-dimethylcarbamate) was chosen.

Amylose derivatives are also very popular as CSPs in the enan-
tiomeric separation of fungicides. Spitzer et al. [55] employed
for the first time an amylase derivative column as described
earlier. Wang et al. [60] employed amylose derivative column
for fungicides metalaxyl, myclobutanil, imazalil and triadimefon.
Later, some other compounds such as benalaxyl, paclobutra-
zol and uniconazole were enantiomerically separated in amylose
tris(3,5-dimethylphenylcarbamate) [61] or a commercial Chiral-
pak AD column [62] by the same research group. In the first
work (for metalaxyl, myclobutanil, imazalil and triadimefon) [60]
while for the first three compounds the mobile phase was n-
hexane/isopropanol 95:5 (v/v), triadimefon needed a different
mobile phase (n-hexane/isopropanol 98:2 (v/v)). Every compound
was enantiomerically resolved in times between 23 and 50 min.
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If the results obtained with this column and with amylose-tris-
(3,5-dimethylphenylcarbamate) [61] CSP are compared, using in
both cases almost the same mobile phase hexane/isopropanol (98:2
(v/v) for metalaxyl and 95:5 (v/v) for benalaxyl) the analysis times
were increased in approximately 10 minutes for metalaxyl and the
chiral resolution is quite lower also. Finally, the commercial Chi-
ralpak AD column was employed for the chiral separation of the
enantiomers of paclobutrazol, myclobutanil and uniconazole [62]
employing again hexane/isopropanol mixtures. For myclobutanil,
a slight change in the proportions of mobile phase and the employ
of the commercial column, supposed a reduction of 30 min in the
analysis time and chiral resolution increased from 1.5 [60] to 4.0
[62]. The three pesticides were isolated from soil by liquid extrac-
tion with acetone and from water by SPE with a C18 cartridge.
Chen et al. [63] employed a Chiralpak AS-H (amylose-tris-[(S)-a-
methylbenzylcarbamate]) column for the resolution of metalaxyl
enantiomers. Compared with the use of other amylose derivatives,
the analysis times were reduced under the 50%. Chiralpak AS was
also employed for the enantioseparation of itraconazole and keto-
conazole [64]. The results obtained were compared with those
achieved by SFC employing the same chiral column. The main dif-
ference was in the analysis times being those for HPLC quite longer
(around 110 min in HPLC and approximately half of time in SFC).
Lastly, Zhang et al. [65] employed the Chiralpak IA (amylose 3,5-
dimethylphenylcarbamate) for the chiral separation of metalaxyl
and studied its solvent versatility when “non-standard” organic sol-
vents were employed in mobile phase. 100% Methyl t-butyl ether,
CHCl3/hexane 25:75 (v/v), CH,Cl;/hexane 25:75 (v/v) and ethylac-
etate/hexane 30:70 (v/v) gave the best chiral resolutionin this order
(values from 3.5 to 6.19 were achieved).

Apart from the cited CSPs some other chiral columns were
tested. One of them was Pirkle-type column, concretely that
commercially known as Whelk O [59,66-69]. In the first work
developed with this type of column [59] it was compared with
some cellulose based chiral columns for the enantiomeric anal-
ysis of tebuconazole, hexaconazole, myclobutanil, diniconazole,
uniconazole, paclobutrazol and triadimenol. The results revealed
that with Whelk O1 column only hexaconazole and triadimenol
underwent enantioresolution. In all the following works this type
of column was only tested for metalaxyl and benalaxyl fungicides.
Welch et al. [66] evaluated this column for the first time for the
chiral separation of metalaxyl reaching resolutions near to base-
line (~1.5) in 13 min. Later, Monkiedje et al. [67,68] published
two works corresponding to the application of this commercial
column to the analysis of metalaxyl employing the same col-
umn and the same mobile phase than before (hexane/isopropanol)
but reducing a little the percentage of isopropanol in the mobile
phase. This slight change resulted in minimizing the analysis time
to 12.0-12.5min with the same chiral resolution. The methods
were applied to the determination of metalaxyl in soil samples
with the aim of studying the degradation behavior of this com-
pound. Samples were extracted with methanol and a SPE clean
up step was performed later. The determination of benalaxyl in
soil and water using Whelk O1 (1-(3,5-dinitrobenzamido)-1,2,3,4-
tetrahydrophenanthrene) chiral column was developed by Liu et al.
[69]. After evaluating the effects of mobile phase composition and
column temperature, the method was applied to the enantioselec-
tive analysis of this fungicide in soil and water samples after liquid
extraction with acetone and a subsequent clean up step with sil-
ica for soil and a SPE for water. Limits of detection (LODs) around
0.004 mg/kgin soil and 0.001 mg/kg in water were achieved. Recov-
eries were between 79 and 101% both for soil and water. Finally,
Li et al. [37] employed another Pirkle-type column (Chirex 3020)
((S)-tert-leucine and (R)-1-(a-naphthyl)ethylamine urea linkage)
for the enantiomeric separation of three conazole fungicides (uni-
conazole, diniconazole, propiconazole) in soil samples extracted by

matrix solid phase dispersion (MSPD). For all the compounds reso-
lutions higher than baseline were achieved in analysis times below
14 min.

Apart from all these types of CSP there are some more employed
for the chiral separation of fungicides of agricultural use. Wang et al.
[70] employed an amylopectin based CSP for the chiral separation
of a large series of fungicides (metalaxyl, benalaxyl, miclobutanil,
hexaconazole, tebuconazole, uniconazole and paclobutrazol) with
analysis times lower than 38 min for every compound and resolu-
tions of at least 1.01. Ones again it was proved the great influence
of the polar alcoholic component in the mobile phase, showing that
when the content was reduced, the enantioseparation was better.

Owens et al. [71] studied the chiral separation of the four
stereoisomers of voriconazole by the use of different approaches.
The first one consisted in the use of a non-chiral column (Hyper-
sil BDS C8) with different CDs as additives in the mobile phase.
Several CDs were tested but only hydroxypropyl-B-cyclodextrin
(HP-B-CD), hydroxyethyl-B3-cyclodextrin (HE-3-CD) and sulpho-
butyl-ether-B-cyclodextrin (SBE--CD) produced some chiral
discrimination. However, the resolution of the four enantiomers
of voriconazole was not possible by this approach since only one
enantiomeric pair was separated under these conditions (2R,3S
and 2S,3R). To separate the other two enantiomers (2R,3R and
2S,3S) a second approach was employed consisting in a chiral col-
umn with a macrocyclic antibiotic (vancomycin) as chiral selector:
(Chirobiotic VIM). The optimized mobile phase consisting in cyclo-
hexane/ethanol/trifluoroacetic acid 70:30:0.075 (v/v) allowed the
chiral separation of the other pair of enantiomers in approximately
7 min.

2.3. Supercritical fluid chromatography

In the last few years, SFC has emerged as a powerful alterna-
tive for chiral separations [72]. The physico-chemical properties of
the supercritical fluids allow obtaining separations with high effi-
ciencies and quite short analysis times for polar or thermolabile
compounds [73].

There are only few articles reporting the chiral separation of
agricultural use fungicides employing SFC and all of them are
focused on the analysis of conazole type fungicides: cyprocona-
zole, propiconazole, diniconazole, hexaconazole, tebuconazole,
tetraconazole, triadimefon, triadimenol, ketoconazole, itracona-
zole, miconazole, econazole and sulconazole (see Table 3). In all
works CO has been the supercritical fluid employed adding always
an organic modifier to increase its polarity. Among all the organic
modifiers useful in SFC in the analysis of pesticides methanol and
ethanol are the most common although propanol has also been
used sometimes. In order to obtain better peak shapes other addi-
tives may also be added (i.e. triethylamine) [72]. Finally, it has to be
highlightened that the SFC methods have not been already applied
to the analysis of any real sample.

The first enantiomeric separation of a fungicide by SFC was
developed by Thienpont et al. [64]. In this work, the stereoselec-
tive separation of ketoconazole and itraconazole with an amylose
derivative column (ChiralPak AS) was reported. The main param-
eters examined were pressure and nature and percentage of the
polar modifier added to the supercritical fluid (CO3). A 17% of
methanol/ethanol mixture with 10 mmol of octanoic acid was the
most appropriate modifier with a pressure of 35 MPa. Under these
conditions resolutions from 0.8 to 2.0 were achieved.

Toribio et al. [72-74] described the chiral separation of a large
list of conazole fungicides by SFC using an amylose derivative
column in all cases (Chiralpak AD). Each compound needed a dif-
ferent organic modifier in order to enable the best chiral separation
possible. For example, miconazole, econazole, sulconazole [74],
cyproconazole and tebuconazole [72] were resolved with resolu-
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Table 3
Chiral separation of fungicides by SFC.
Fungicide Sample Separation conditions Sample treatment/comments Reference
Miconazole (a) - CSP: Chiralpak AD column. Analysis times and Rs: [74]
Econazole (b) Supercritical fluid: CO, (a) ~8min, 3.6
Sulconazole (c) Organic modifier: (b) ~8 min, 3.4

Itraconazole (d) (a) 15% methanol

(b) 15% methanol

(c) 20% methanol

(d) 40% ethanol/isopropanol
15:85 (v/v).

Pressure: 20 MPa.
Temperature: 35°C.

Flow rate: 2 ml/min.
Detection: UV 225 nm.
CSP: ChiralPak AS column.
Supercritical fluid: CO,.
Organic modifier: 17%
methanol/ethanol (1:2 for
ketoconazole and 1:1
itraconazole)+octanoic acid
10mmol.

Pressure: 35 MPa.
Temperature: 30°C.

Flow rate: 2.5 ml/min.
Detection: UV 254 nm.
CSP: Chiralpak AD column.
Supercritical fluid: CO2
Organic modifier:

(a) 5% methanol

(b) 5% isopropanol

(c) 15% ethanol

(d) 10% isopropanol +0.1%
triethylamine +0.1% TFA
(e) 10% 2-metanol +0.1%
triethylamine +0.1% TFA
(f) 4% ethanol.

Pressure: 20 MPa.
Temperature: 35°C.

Flow rate: 2 ml/min.
Detection: UV 220 nm.
CSP: Chiralpak AD.
Supercritical fluid: COy

Ketoconazole (a) -
Itraconazole (b)

Cyproconazole (a) -
Propiconazole (b)

Diniconazole (c)

Hexaconazole (d)

Tebuconazole (e)

Tetraconazole (f)

Triadimefon -
Triadimenol

Organic modifier: Ethanol gradient (5% 2 min to

25% at 1.8%/min).
Pressure: 200 bar.
Temperature: 35°C.
Flow rate: 2 ml/min.
Detection: UV 220 nm.

(c)~10min, 2.8
(d) ~80min, 1.2,1.4,2.4.

Rs: [64]
(a)0.8

(b)2.0,1.1,1.3.

Analysis times and Rs: [72]

(a)~32min, 1.5, 1.0, 2.8
(b) ~10min, 4.0, 3.1, 2.7
(¢) ~5min, 3.1

(d) ~10 min, 4.4

(e) ~10.5min, 1.5

(f) ~5min, 2.1.

Total analysis time: 15.5 min [73]
Rs:>1.5

The use of different achiral

columns for the separation of

triadimenol diastereoisomers

was studied. Resolutions >3

were obtained in times close to

5min.

tions in most cases higher than 2 using methanol in supercritical
CO, as organic modifier. On the other hand, for triadimefon, triadi-
menol [73] and diniconazole [72] ethanol was more appropriate
both in isocratic as well as in gradient and finally there are some
other conazole fungicides for which mixtures of solvents were
employed. The analysis times were quite short (<15.5 min) for all
the fungicides except for itraconazole, that was resolved in approx-
imately 80 min due to the presence in this fungicide of a large
number of functional groups that may interact with the CSP, and
cyproconazole that was resolved in approximately 32 min. As an
example Fig. 5 shows the simultaneous separation of triadimefon
and its degradation product triadimenol using SFC. The experimen-
tal conditions employed consisted on an ethanol gradient from 5%
(2 min) to 25% at 1.8%/min. As it can be observed, the simultaneous
analysis was performed in less than 16 min with at least baseline
resolution [73].

2.4. Capillary electrophoresis

The interest of electromigration techniques in the analysis of
environmental samples is growing up every day. CE has shown to be
a powerful alternative in chiral analysis compared to HPLC and GC
[75]. Its high resolution efficiency, minimum solvent and reagent
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consumption and short analysis times are the main reasons for the
increasing interest of this technique [76]. Furthermore, the versa-
tility of CE in its various separation modes (EKC, MEKC, etc.) makes
possible the analysis of a wide range of compounds.

Several works have been published dealing with the enan-
tiomeric separation of agrochemical fungicides (see Table 4) but

Triadimefon Triadimenol

mAU

\

-

v~ - T T

+
5 10 15 miin
Fig.5. Simultaneous separation of triadimefon and triadimenol enantiomers by SFC.
Experimental conditions: Column: Chiralpak AD; organic modifier of supercritical
CO;: ethanol programmed from 5% (2 min) to 25% at 1.8%/min; pressure: 200 bar;
temperature: 35 °C; detection: UV 220 nm.

Reprinted with permission from Ref. [73].
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most of them were focused on the analysis of conazole type
fungicides (diniconazole, uniconazole, hexaconazole, tebucona-
zole, tetraconazole, propiconazole, etc.). The different solubility and
character of the fungicides is the reason for using different CE sep-
aration modes: Affinity-EKC, CD-EKC and CD-MEKC. As it can be
seen in Table 4, CDs are employed in most of the works as chi-
ral selectors (both native and derivatized CDs). Only in one work
another chiral selector was used: a macrocyclic antibiotic (van-
comycin) [77]. The chiral resolution of the mentioned fungicides
by CE is described in Table 4 by considering the optimization of the
chiral selectors and experimental conditions (composition and pH
of the background electrolyte (BGE), applied voltage, separation
temperature and other parameters), the detection employed (UV
detection in all cases) and the sample treatment necessary. It has
to be emphasized that the real samples analyzed were soil samples,
food samples and commercial formulations.

The first separation of agricultural fungicides by CE was
performed in 1994 by Furuta and Doi [7]. The simultaneous sepa-
ration of diniconazole and uniconazole using commercial products
containing diniconazole-M (R-diniconazole) and uniconazole-P (S-
uniconazole) was achieved using a native CD (y-CD) as chiral
selector dissolved in a 100 mM borate buffer containing 100 mM
of sodium dodecyl sulphate (SDS) and a little percentage of organic
modifier that was demonstrated to be crucial for the enantiomeric
separation of diniconazole. It has been proved that sometimes the
addition of a small amount of organic modifier to the electrolytic
buffer may improve the enantioselectivity of some compounds
in MEKC [78,79]. The resolution obtained was higher than 2 for
both compounds in approximately 42 min of total analysis time. As
demonstrated later by the same authors, just in the same experi-
mental conditions above, the addition of urea to the buffer might
increase the resolution more than 1 unit keeping the analysis
time also in approximately 42 min [8]. The comparison of these
results with the employ of the same CD as bonded CSP in HPLC
showed a high enantioselectivity difference for both compounds
[8] being the resolutions obtained much higher in CE in shorter
analysis time. Finally, the same analytes were enantiomerically
resolved in a quite shorter analysis time by Martin-Biosca et al.
[80] employing only a charged CD as pseudostationary phase. In
fact, although several MEKC systems were also tried in this work
using chiral surfactants alone (bile salts) or adding neutral CDs to
micellar systems containing SDS and also mixtures of CDs, no sat-
isfactory results were obtained and no chiral discrimination was
observed. For this reason, the use of carboxymethyl-vy-cyclodextrin
(CM-y-CD) in a phosphate buffer was chosen as the most suitable
CD and baseline resolution was achieved for both compounds in
less than 5 min. Propiconazole, tebuconazole, fenbuconazole [40],
hexaconazole, penconazole and myclobutanil [81,82] were chi-
rally resolved adding 30-40 mM of hydroxypropyl-y-cyclodextrin
(HP-y-CD) to a BGE containing 50 mM SDS. Since the level of
pollutants in environmental samples is very low, methods to
increase the sensitivity in CE are necessary. One of these meth-
ods is the employ of on-line preconcentration strategies. As an
example, propiconazole, tebuconazole and fenbuconazole were
extracted from grapes and separated by CD-MEKC. SPE with C18
cartridges and dichloromethane as eluent was employed to extract
the fungicides from grapes [40]. An on-line preconcentration strat-
egy (sweeping) was applied to enhance the sensitivity in a factor
of 100-fold. The electropherogram in Fig. 6 shows the separation
obtained for the standard solutions of propiconazole, tebuconazole
and fenbuconazole (Fig. 6A) and a spiked grape sample (0.05 mg/kg)
after preconcentration by SPE (Fig. 6B) with an injection of 50 mbar
during 120s, applying a negative separation voltage (—25KkV) to
achieve the separation in shorter analysis times (<18 min). The
limit of detection for the three triazoles ranged from 0.09 to
0.1 wg/ml and recoveries of the developed method varied from
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Fig.6. Electropherograms of fenbuconazole (F), tebuconazole (T) and propiconazole
(P) by sweeping-CD-MEKC at acidic pH (pH 3.0). (A) Standards at a concentration
of 1 wg/ml and (B) spiked grapes samples after preconcentration by SPE. Sample in
buffer solution without micellar phase injected 50 mbar x 1205s. Other experimen-
tal conditions: BGE: 25 mM phosphate buffer at pH 3.0 containing 50 mM SDS and
30 mM HP-y-CD; capillary: 50 pmi.d. x 56 cm; voltage: —25 kV; temperature: 20°C;
detection: UV 200 nm.

Reprinted with permission from Ref. [40].

73 to 100%. For hexaconazole, penconazole and myclobutanil, the
same research group [82] compared this on-line preconcentration
strategy (sweeping) and stacking with reverse migrating micelles
(SRMM) and showed that the first one was much more suitable
for these compounds, leading to better peak shapes and higher
sensitivity enhancement factors.

Shea et al. [83] achieved the chiral separation of propiconazole,
bitertanol, triadimenol and dimethomorph enantiomers using a
different CD derivative for each compound. The CDs were com-
bined with non-chiral surfactants (SDS) or with chiral surfactants
(sodium cholate (SC)) in the BGE in order to achieve the highest res-
olution possible for the four compounds. For all compounds except
for bitertanol, the use of SDS in the BGE provided a good separation
for the enantiomers of the fungicides while for bitertanol, SDS in
combination with the CDs did not produce any chiral discrimina-
tion. However, for this compound the addition of SC enabled the
separation of the enantiomers of bitertanol. The chirality of SC may
help in the chiral resolution of bitertanol. Every compound was
separated in less than 12.5 min and with at least a resolution of 1.1.

The neutral character of the most part of fungicides makes nec-
essary the employ of a pseudostationary phase able to give mobility
to the analytes (i.e. charged surfactants). The use of charged CDs is
the most extended strategy to avoid the use of surfactants (CD-
EKC separation mode). Wu et al. [84] reported the simultaneous
chiral separation of triadimefon and triadimenol by CD-EKC. Tri-
adimefon is one of the most important azole-class fungicides [85]
and in almost all the application media (i.e. soil, water, and plants)
it is transformed into triadimenol. The enantiomeric separation of
these two compounds was reported by Wu et al. [84] by adding a
sulfated-B-CD to a phosphate buffer (pH 2.5). This pH value demon-
strated to increase the interactions CD-analyte for triadimefon and
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triadimenol but it almost suppressed the electroosmotic flow (EOF).
Due to the fact that the CD employed was anionic, a negative volt-
age was applied (—20kV) to allow the detection of the analytes at
the end of the capillary. The applicability of the method to extracts
of soils was studied. After 15 days of incubation of these soil sam-
ples with racemic triadimefon, they were extracted with acetone
and the extract obtained was enriched by SPE with a 500 mg ODS-6
Whatman cartridge (octadecyl silica, 22% carbon load) using ace-
tone as eluent. In less than 30 min the simultaneous separation of
the enantiomers of both compounds was obtained and the recov-
eries of the methodology were about 80% for both fungicides. This
chiral selector (sulfated-f3-CD) was also able to separate the enan-
tiomers of a list of 14 triazole fungicides in less than 38 min of total
analysis time [86]. The analysis of all the fungicides was performed
in two runs because it was not possible to achieve the separation of
all of them simultaneously due to the coelution observed for some
fungicides. Furthermore, this approach is most adequate to allow
the correct identification of each peak and it enabled the study of
the influence of the structure on the interactions with sulfated-
3-CD, concluding that those triazole fungicides with less crowded
structure resulted in stronger interactions with the selected CD.

Sometimes the employ of the same CD but with different
degree of substitution may have great influence on the resolution
achieved in the chiral separation [87]. This is for example the case
of voriconazole when using SBE-B-CD with different substitution
degrees (6.5, 4.5 and 1), dissolved in phosphate buffer at 25 mM
[71]. While at higher degrees of substitution the chiral discrimi-
nation obtained was quite poor, a pronounced effect on the chiral
separation was observed for CDs with lower substitution degrees.
The intermediate degree of substitution (DS: 4) was chosen as the
most appropriate allowing the separation of the two diastereoiso-
meric pairs of voriconazole in 25 min and with almost baseline
resolution.

The chiral determination of a fungicide (imazalil) in food sam-
ples (oranges) by CD-EKC was reported by Kodama et al. [16]. The
developed method consisted in HP-3-CD diluted in 5mM ammo-
nium dihydrogenphosphate/50 mM phosphate buffer pH 3.0. A
bubble cell capillary was employed in order to achieve better sensi-
tivity. The extraction of imazalil from oranges was performed with
acetonitrile under basic conditions and the extract was purified by
SPE in a Sep-Pak Plus PS-2 (polystyrene gel) cartridge. A resolution
around 6 was achieved in less than 15 min and the obtained results
were applied to the study of degradation patterns of imazalil in
this fruit showing a clear enrichment of (+)-imazalil in the samples
analyzed. The use of a native CD (3-CD) by Chu et al. [17] main-
taining all the other experimental conditions as above enabled the
reduction of the analysis time (less than 10 min) and obtaining res-
olutions around 4. After extracting imazalil from soil samples with
methanol, the degradation pattern of the compound was studied in
soil under different conditions: under sunlight, in darkness, under
UV irradiation, in sterilized soil and in soil with wheat planted. The
degradation rate of imazalil in soil under the five different sets of
conditions decreased in the order: UV irradiation > sunlight > soil
with wheat planted > sterilized soil > soil kept in darkness.

Metalaxyl has been separated three times by CE. In the first work
[88] a chiral methodology consisting of a CD-MEKC method was
developed using as chiral selector 'y-CD and SDS as surfactant. The
purpose of this work was the study of the degradation pattern of
metalaxyl in soil samples. A liquid extraction was employed using
methanol as extraction solvent. The extraction was performed at
different times since the application of the racemic metalaxyl into
the soil in order to study the chiral degradation of the compound
among different times. A preferential degradation of one of the
enantiomers was observed, resulting in the total disappearance of
R-metalaxyl in approximately 17 days. Santilio et al. [89] devel-
oped a methodology for the chiral separation of metalaxyl avoiding

the use of surfactants. For this purpose an anionic CD was added
to the buffer at a quite high concentration (55 mM succinyl-3-CD
(succ-B-CD)) obtaining the enantiomeric separation of metalaxylin
approximately 19.5 min with a chiral resolution of 1.68. The quan-
tification of a commercial fungicide formulation containing only
one enantiomer of metalaxyl (metalaxyl-M) was performed in this
research article but the content of impurity could not be deter-
mined because this was below the LOD of the method. Finally, our
research group developed a CD-EKC method for the enantiomeric
separation of metalaxyl employing succinyl-y-CD (succ-y-CD) as
chiral selector [90]. Several CDs were tested but this one offered
the best results for metalaxyl. The analysis times were lower than
in previous works (11.5min) and chiral resolution was above 3.
Moreover, in the same work, the first chiral separation of benalaxyl
by CE was reported, in this case a succ-B-CD was selected as the
most adequate achieving a really high chiral resolution (close to 15)
in 7.5 min. In addition, these two fungicides were simultaneously
separated from folpet because its presence is very usual in com-
mercially available products containing metalaxyl or benalaxyl. The
three compounds were determined in commercial formulations
containing racemic benalaxyl or the active isomer of metalaxyl (in
some of the formulations mixed with folpet). The employ of an on-
line preconcentration strategy enabled to reach enough sensitivity
to determine enantiomeric impurities present in those products
labelled as enantiomerically pure in metalaxyl-M (enantiomeric
impurities up to 1.2% could be determined).

Sometimes the simultaneous separation of several compounds
is achieved combining two or more chiral selectors. Wan Ibrahim
et al. [91] investigated the simultaneous enantiomeric separation
of cyproconazole, bromuconazole and diniconazole by CD-MEKC.
Since the use of a single CD was not able to separate all the enan-
tiomers of the three fungicides, the use of dual native CD systems
was investigated. A mixture of 27 mM HP-3-CD and 3 mM HP-y-CD
dissolved in a BGE containing 40 mM SDS was the most appropri-
ate to achieve the separation (resolutions between 1.1 and 15.9)
enabling the simultaneous separation of all the enantiomers (two
enantiomers of diniconazole, four of bromuconazole and four of
cyproconazole) in less than 22 min.

Most of the articles concerning enantiomeric separations used
CDs as chiral selector although there are more compounds that
could be able to achieve the same results (antibiotics, chiral sur-
factants, crown ethers, etc.) [92]. Some proteins can also perform
this function although the addition of proteins into the running
buffer has some drawbacks related to the adsorption of proteins
onto the capillary wall and the UV absorption of protein solutions.
This is for example the case of the method developed by Martinez-
Gomez et al. [77] in which human seroalbumin protein (HSA) was
the chiral selector employed. The selected fungicide was nuarimol
(pyrimidine fungicide). To avoid the problems related to proteins
in CE, the partial filling technique was evaluated. In this technique
the capillary is partially filled with the protein solution, while the
rest of the capillary contains the electrophoretic buffer. The ana-
lyte migrates through the selector plug and enantiomers can be
separated and detected out of the protein zone. The experimental
conditions selected were 50 mM Tris buffer at pH 7.3 with 160 uM
HSA solution applied at 50 mbar for 156 s was the BGE employed.
Baseline resolution was obtained in less than 17 min.

3. Concluding remarks and future trends

A significant number of the fungicides released to the environ-
ment are chiral. However, the activity and toxicity of the different
enantiomers is not the same. In this sense chiral analysis is a pow-
erful and necessary tool for studying the behavior of environmental
pollutants during biological and environmental processes. For this
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purpose, chromatographic techniques are undoubtedly the most
employed chiral techniques. A great number of analytical method-
ologies have been developed for the determination of a wide variety
of fungicides, mostly by HPLC and CE although GC and SFC were
also employed. Moreover, the number of articles published is con-
tinuously growing and this fact demonstrates the great concern in
the determination of environmental contaminants. Several types
of CSPs have been employed in HPLC but probably the cellulose
derivatives are the most popular. Due to the high advantages that
miniaturized techniques offer, CE using CDs as chiral selectors (CD-
EKC and CD-MEKC) has become a very employed technique but the
problems of sensitivity derived from the use of on-line UV detection
do not make this technique the most appropriate for the analysis of
environmental and food matrices and tedious sample preparation
methods are required previous to the analysis of the real samples.
In this context, in-capillary preconcentration methods can be used
increasing the sensitivity of the analytical methodologies devel-
oped and enabling their application to the analysis of real samples
like food samples. Although some works dealing with the chiral
separation of fungicides by GC and SFC were also reported, the
fungicides studied were more limited.

Finally, it has to be noted the small number of fungicides enan-
tiomerically separated, taking into account the large number of
groups of different fungicides known. This fact may be a result of
the lack of information concerning the differences in characteris-
tics and behavior of the enantiomers of these agrochemicals mainly
known for conazole and amide group fungicides. As a consequence,
it can be concluded that developing new chiral separation meth-
ods for the enantiomeric analysis of fungicides is crucial not only
for controlling the new developed commercial products but also to
study the behavior of the enantiomers of each compound in sev-
eral environmental, biological, and food matrices. It is expected that
other detection methods such as MS will be more employed in the
next years in the stereoselective determination of fungicides.
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Objetivos

El objetivo principal de este trabajo de investigacién ha sido desarrollar nuevas
metodologias analiticas empleando técnicas de separacion electroforéticas y
cromatogréaficas para la determinacion de contaminantes quimicos en muestras
medioambientales, alimentarias, en productos cosméticos y en formulaciones comerciales
con el fin de proponer estrategias rapidas, sensibles y de bajo coste econémico y
medioambiental que constituyan herramientas valiosas para la determinacién de dichos
contaminantes. Debido a que muchos de los contaminantes quimicos de mayor interés son
quirales, una parte de nuestro trabajo se ha centrado en el desarrollo de metodologias de
analisis estereoselectivas con el fin de hacer posible la determinacién individual de los
estereoisdbmeros de estos compuestos, informacion muy valiosa por permitir el control de
productos agroquimicos comerciales etiquetados como enantioméricamente puros, la
evaluacion de la toxicidad real de las muestras medioambientales o la investigacién de los
procesos metabdlicos que afectan de distinta forma a los estereoisomeros de un

compuesto determinado.

Con el fin de conseguir este objetivo general se han planteado los siguientes objetivos
concretos:

% Desarrollar una metodologia analitica por CE en el modo CD-MEKC para la

separacion enantiomérica del insecticida piretroide cis-bifentrina y aplicar

dicha metodologia al andlisis de formulaciones insecticidas comerciales.

% Desarrollar metodologias analiticas por CE en el modo CD-EKC para la
separacion enantiomérica de los fugicidas tipo amida, metalaxil y benalaxil y
para su separacién del fungicida folpet y aplicarlas al analisis de distintas
formulaciones comerciales y a la determinacién de la pureza enantiomérica
de metalaxil en formulaciones etiquetadas como enantioméricamente puras

en M-metalaxil.
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Objetivos

Evaluar nuevas fases estacionarias quirales en CEC y nano-LC con el fin de
estudiar su potencial en la separacién enantiomérica de un grupo de

pesticidas.

Desarrollar una metodologia por CEC empleando nuevas fases estacionarias
quirales para la separacién enantiomérica rapida del fungicida metalaxil y
aplicar dicha metodologia a la determinacion de la pureza enantiomérica en
productos agroquimcos comerciales y en muestras medioambientales (suelo y

agua).

Estudiar el empleo de diversas columnas quirales en MDGC en el modo heart-
cut para la separacion atropoisomérica simultanea de PCBs y sus metabolitos
metilsulfonados y aplicar las metodologias desarrolladas a la determinacion

de las fracciones enantioméricas de estos compuestos en alimentos.

Proponer un nuevo método por CE en el modo CD-MEKC para la separacion
simultdnea de mezclas multicomponente de ftalatos parentales con el fin de

aplicarlo a la determinacién de los mismos en productos cosméticos.

Desarrollar un nuevo método analitico por HPLC-MS para llevar a cabo la

determinacion de farmacos tireostaticos en aguas naturales.
Evaluar nuevas silices mesoporosas funcionalizadas con grupos C18 como

rellenos para cartuchos de SPE para la extraccién de hormonas esteroideas en

muestras de leche para su posterior andlisis mediante HPLC.
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Parte Experimental

ITI1.1 REACTIVOS, PATRONES, MUESTRAS Y FASES ESTACIONARIAS

II1.1.1 Reactivos

Todos los reactivos empleados en este trabajo han sido de grado analitico y el agua
utilizada en la preparacién de las disoluciones se purific6 mediante un sistema Milli-Q de

Millipore (Bedford, MA, USA).

I11.1.1.1 Reactivos empleados para la preparacion de tampones de separacion en CE y CEC

Para la preparacion de los tampones de separacion se utilizaron el acido bérico (Fluka,
Buchs, Suiza), el acido 2-morfolino etano sulfénico (MES) (Merck, Darmstadt, Alemania),
el acido férmico y el acido acético (Riedel-de Haén, Seelze, Alemania) y el acido 2-[N-
ciclohexilamino]-etano sulfénico (CHES) (Sigma, St. Louis, USA). Para el ajuste del pH se

empled hidréxido sédico o hidréxido aménico suministrados por Merck.

I11.1.1.2 Aditivos ariadidos a los medios de separacion en CE

Los disolventes organicos afiadidos como aditivos al medio de separaciéon en CE han
sido acetonitrilo (ACN) y metanol (MeOH) suministrados por Scharlab (Barcelona,

Espafia).

Los selectores quirales empleados han sido CDs procedentes de distintas casas
comerciales: Aldrich (Steinheim, Alemania), Sigma, Fluka y Cyclolab (Budapest,
Hungria). En la Tabla III.1 se muestran las caracteristicas de las CDs empleadas en este

trabajo, asi como, su procedencia.
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Tabla II1.1. Caracteristicas de las CDs empleadas.

Distribuidor
CD Acrénimo Naturaleza
comercial
a-CD a-CD Neutra Fluka
B-CD B-CD Neutra Fluka
y-CD y-CD Neutra Cyclolab
Metil-B-CD Me-B-CD Neutra Fluka
Metil-y-CD Me-y-CD Neutra Cyclolab
(2,6-di-O-metil)-B-CD DM-B-CD Neutra Sigma
(2,3,6-tri-O-metil)-p-CD TM-B-CD Neutra Fluka
2-Hidroxipropil-p-CD HP-B-CD Neutra Cyclolab, Sigma
2-Hidroxipropil-y-CD HP-y-CD Neutra Cyclolab
Acetil-p-CD Ac-B-CD Neutra Cyclolab
Acetil-y-CD Ac-y-CD Neutra Cyclolab
Neutra (pH < 3)
Carboximetil-p-CD CM-B-CD Fluka, Cyclolab
Aniénica (pH > 3)
Neutra (pH < 3)
Carboxietil--CD CE-B-CD Cyclolab
Aniénica (pH > 3)
Neutra (pH < 3)
Carboximetil-y-CD CM-y-CD Cyclolab
Anié6nica (pH>3)
Neutra (pH < 3)
Carboxietil-y-CD CE-y-CD Cyclolab
Anibnica (pH > 3)
Neutra (pH < 3)
Succinil-B-CD Suce-B-CD Cyclolab
Aniénica (pH > 3)
Neutra (pH < 3)
Succinil-y-CD Succ-y-CD Cyclolab
Aniénica (pH > 3)
B-CD sulfatada HS-B-CD Anibnica Fluka
y-CD sulfatada HS-y-CD Aniénica Cyclolab
6-monodeoxi-6-monoamino-f3-CD Catidnica Cyclolab
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Los tensioactivos empleados han sido el SDS (Merck) y las sales biliares SC,
deoxicolato sédico (SDC), taurocolato sédico (STC) y taurodeoxicolato sédico (STDC)
(Sigma).

Finalmente, en el caso de compuestos altamente hidrofébicos, se afiadi6é al medio de

separacion urea suministrada por Fluka.

I11.1.1.3 Reactivos empleados en la preparacion de las fases moviles para HPLC y nano-LC

Para la preparacion de las fases moéviles en HPLC y nano-LC se emplearon ACN y

MeOH (Scharlab y Sigma) y acido férmico (Fluka).

I11.1.1.4 Reactivos empleados en la preparacion de patrones y en la extraccion y disolucion

de las muestras

Las disoluciones patrén se prepararon empleando MeOH y ACN (Scharlab y Sigma),
isooctano de grado Pestipur® (SDS, Peypin, Francia) y hexano (Merck).

Para la preparacion de las muestras se emplearon MeOH, hidréxido sédico y acido
sulfarico (Scharlab o Sigma), dimetil sulfoxido (DMSO) y ACN (Scharlab), hexano
(Scharlab y Merck), acetato de etilo (Panreac, Barcelona, Espafia), sulfato sédico anhidro
(J.T. Baker, PA, USA), diclorometano (DCM), acido clorhidrico (HCI), amoniaco, cloruro
de tetrabutil amonio (TBACI) y &4cido acético todos ellos de Fluka y acetato de etilo y

acetato de amonio de Sigma.

I11.1.1.5 Reactivos empleados en la preparacion de las silices mesoporosas

En la sintesis de las silices mesoporosas utilizadas en el capitulo IX se emplearon

tetraetilortosilano (TEOS), poli(etilenglicol)-poli(propilenglicol)-poli(etilenglicol) (P123),
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bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB), tolueno, éter etilico, etanol y cloro (dimetil)

octadecil silano todos ellos de Sigma, HCI de Scharlau y etanol de Panreac.

II1.1.2 Patrones

Los pesticidas estudiados en los capitulos IV y V de esta memoria, todos ellos como
racematos excepto el uniconazol-P, metalaxil-M y benalaxil-M, que se adquirieron como
enantiémeros puros, se agrupan en la Tabla IIL.2 junto con su estructura y origen

comercial. Todos fueron suministrados por Fluka y por Chem Service (West Chester, PA,

USA).

Los PCBs y MeSO,-PCBs estudiados en el capitulo VI se adquirieron en Dr.
Ehrenstorfer GmbH (Augsburg, Alemania) y Accustandard (New Haven, CT, USA),
respectivamente. En la Tabla IIL3 se agrupan los distintos PCBs y MeSO,-PCBs

estudiados.

Los ftalatos estudiados en el capitulo VII eran de Sigma. Sus estructuras y abreviaturas

se muestran en la Tabla II1.4.

Los patrones de los farmacos tireostaticos estudiados en el capitulo VIII se

adquierieron en Sigma. Sus estructuras y abreviaturas se agrupan en la Tabla IIL5.

Las hormonas esteroideas investigadas en el capitulo IX (estrona, etinilestradiol,
estradiol, estriol, dietilestilbestrol y progesterona) fueron de Sigma y la testosterona de

Fluka. Sus estructuras y abreviaturas se recogen en la Tabla IIL.6.
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Tabla IIL2. Estructura de los pesticidas estudiados y distribuidor comercial.

DISTRIBUIDOR
PESTICIDA ESTRUCTURA
COMERCIAL
F H K s //N
A-cialotrina od " 2 Q Fluka
cl H 9 s //N
B-ciflutrina : P Q Fluka
Cis-bifentrina o = Fluka
Resmetrina W " A Chem Service
HeC oH, /
cl - H 5 |‘
a-cipermetrina & " Q Fluka
H H OH CH3
H H CH2 CH3
Tebuconazol | Fluka
N\
N
»
cl OH
Diniconazol . o Chem Service
" CHy
T
cl
CHy
Mecoprop \Q\ 5 Afo Fluka
CH, OH
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Tabla II1.2. Continuacion.

DISTRIBUIDOR
PESTICIDA ESTRUCTURA
COMERCIAL
Uniconazol-P “ I & Chem Service
o

Hexaconazol

Metalaxil

Benalaxil

Miclobutanil

Diclorprop

Fenpropatrina

Flutriafol

Fluka

Fluka

Fluka

Fluka

Fluka

Chem Service

Fluka
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Tabla IIL3. Estructuras generales y posicion de los sustituyentes de los PCBs y MeSO»-
PCBs estudiados.

PCB o0 MeSO,-PCBs POSICION DE LOS SUSTITUYENTES
3 2 2 3 PCB 45 2,2',3,6-TetraCB
. \ PCB 84 2,2',3,3",6-PentaCB
PCB 91 2,2',3,4',6-PentaCB
o g s h s Ck
PCB 95 2,2.,3,5',6-PentaCB
PCB 131 2,2'3,3'4,6-HexaCB
PCB 132 2,2,3,3',4,6'-HexaCB
PCB 135 2,2,3,3'5,6'-HexaCB
PCB 136 2,2',3,3',6,6'-HexaCB
PCB 144 2,2',3,4,5,6-HexaCB
PCB 149 2,2',3,4'5',6-HexaCB
PCB 171 2,2',3,3',4,4',6-HeptaCB
PCB 174 2,2',3,3',4,5,6'-HeptaCB
PCB 175 2,2',3,3',4,5,6-HeptaCB
PCB 176 2,2',3,3',4,6,6'-HeptaCB
PCB 183 2,2'3,4,4'5,6-HeptaCB
CH.s0, 2 2 3 5-MeSO,-CB91 3-metilsulfonil-2,2',4',5,6-pentaclorobifenilo
‘ 4 . 4-MeSO,-CB91 4-metilsulfonil-2,2',3,4',6-pentaclorobifenilo
a3 / \ /g, 3'-MeS0,-CB95 3-metilsulfonil-2,2',3',5,6'-pentaclorobifenilo
4'-MeSO,-CB95 4-metilsulfonil-2,2',3',5,6'-pentaclorobifenilo
5'-MeS0,-CB132 3-metilsulfonil-2,2',3',4' 5,6-hexaclorobifenilo
4'-MeSO,-CB132 4-metilsulfonil-2,2',3,3',4',6-hexaclorobifenilo
5-MeSO,-CB149 3-metilsulfonil-2,2',4',5,5',6-hexaclorobifenilo
4-MeSO,-CB149 4-metilsulfonil-2,2',3,4',5',6-hexaclorobifenilo

5'-MeSO,-CB174 3-metilsulfonil-2,2',3',4',5,5',6-heptaclorobifenilo
4'-MeSO,-CB174 4-metilsulfonil-2,2',3,3' 4',5',6-heptaclorobifenilo
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Tabla III.4. Estructura de los ftalatos estudiados.

FTALATO ABREVIATURA ESTRUCTURA
Dimetil ftalato DMP @iﬂ: 3
0/\01
Dietil ftalato DEP o._ci,
o e M2
Dialil ftalato DAP o
~"en,
[+
(V)
Dipropil ftal DPP o
1propil ttalato O,
(1)
0
o 0" e,
Dibutil ftalato DBP o o
RN N
0
o]
) ) o/\/\/c"3
Dipentil ftalato DNPP o
\/\/\CH3
[v]
i,
Diciclohexil ftalato DCP ©¢2\
§
1)
0 " eny
Butil bencil ftalato BBP
o
<
o CH,
(,/\D\/\c":1
Dietil hexil ftalato DEHP o o,
I H:cj\/\/
1]
Dioctil ftalato

o e T ey
DNOP dowmz
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Tabla IIL.5. Estructura de los farmacos tireostaticos estudiados.

FARMACO TIREOSTATICO ABREVIATURA ESTRUCTURA
H
Nﬁ4s
Tapazol TAP \\
N
CHj

H
Sx N CH,

Metil tiuracilo MeTU HN |
(0]
H
S Y N Pr
Propil tiuracilo PTU H NJ/

(0]
H
S N

Fenil tiuracilo PhTU Y
HN

(e}

N
Mercaptobencimidazol MBI @ / SH
N
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Tabla IIL.6. Hormonas esteroideas estudiadas junto con su abreviatura y estructura.

HORMONA ESTEROIDEA ABREVIATURA ESTRUCTURA
i
Estrona El /<;(5ji>
HO
cH, OH
Estradiol E2 /<:<5>i§
HO
ch, OH
Estriol E3 /E:CSI&i OH
HO
oh, OH
N\
Etinilestradiol EE2
HO
HO CHs
Dietilestilbestrol DES =
HyC OH
ch, OH
CHy
Testosterona T
0%
H,C
CH, =°
Progesterona P CH,
o~
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I11.1.3 Muestras

La pureza enantiomérica para el pesticida metalaxil (capitulos IV y V) se determiné en
formulaciones comerciales adquiridas en establecimientos de la Comunidad de Madrid y

La Rioja.

Las muestras de aguas y suelos analizadas en el capitulo V procedian de Alcala de
Henares (Madrid) y las muestras de aguas analizadas en el capitulo VIII se recogieron en
diferentes puntos de la provincia de Lazio (Italia), concretamente en el rio Tiber, los lagos

Bracciano, Martignano y Vico y en la reserva natural de Farfa.

Los aceites de pescado analizados en el capitulo VI se adquirieron en distintos
supermercados y herbolarios de Madrid y el higado de ternera analizado en este mismo

capitulo se adquiri6 en un supermercado de Madrid.

Los perfumes analizados en el capitulo VII se adquirieron en perfumerias de Alcala de

Henares (Madrid).

Las muestras de leche empleadas en el capitulo IX procedian de supermercados de

Madrid.

IT1.1.4 Cartuchos de extraccion en fase sdlida, rellenos para preparar columnas

multicapa y silices mesoporosas

Los cartuchos de extraccion en fase solida Discovery DSC-18, Envicarb, Discovery
DPA-6S, Discovery-DSC-18LT, LC-18, SCX y DSC-NHo: fueron de Supelco (Bellefonte, PA,
USA), los Oasis-HLB de Waters Corporation (Milford, MA, USA), los Sampli-Q Evidex de
Agilent (Palo Alto, CA, USA) y los MFE-Pak C18 de Anélisis Vinicos (Tomelloso, Espafia).

El gel de silice empleado en el capitulo VI de este trabajo de investigacién para rellenar

las columnas cromatograficas de vidrio para la extraccién de las muestras de aceite de
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pescado e higado de ternera, fue suministrado por Merck y se modific6 al 44 % con acido

sulfarico o al 56 % con hidréxido potasico.

Las silices mesoporosas empleadas en el capitulo IX se sintetizaron en el propio
laboratorio siguiendo los procedimientos presentados en el apartado II1.3.5 de esta

memoria.

II1.1.5 Fases estacionarias para nano-LC y CEC

Las fases  estacionarias  quirales  Sepapak-2  (celulosa  tris-(3-cloro-4-
metilfenilcarbamato)) y Sepapak-4 (celulosa tris(4-cloro-3-metilfenilcarbamato) empleadas
en el capitulo V fueron suministradas por el Profesor Bezhan Chankvetadze de la School of

Exact and Natural Sciences (Tbilisi, Georgia).

II1.2 INSTRUMENTACION

I11.2.1 Equipo de cromatografia de gases multidimensional

La configuracién cromatografica empleada en el capitulo VI consistié en dos sistemas
independientes de cromatografia de gases, modelo CP3800 de Varian (CA, USA) cada uno
de ellos equipado con un ECD. Los dos sistemas cromatograficos se conectaron entre si
mediante una valvula neumatica DEANS, controlada por dos unidades de control de
presion independientes con el fin de lograr una adecuada transferencia de la muestra de

la primera a la segunda columna.

Las columnas capilares empleadas en este trabajo han sido dos columnas VF-5 (5 %
fenil metil polisiloxano) de 15 y 30 metros de longitud y 0.25 mm de didmetro interno de
Varian. Estas columnas se emplearon en la primera dimensién, donde se llevé a cabo la
separacion no quiral de los analitos de interés. En la segunda dimensién se utilizaron

diversas columnas capilares, todas ellas derivadas de p-CDs: BGB-176SE (20 % 2,3-di-O-
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metil-6-O-tert-butildimetilsilil-B-CD diluida en SE-52, 5 % fenil metilpolisiloxano) de 15 y
30 m de longitud y 0.25 mm de didmetro interno (BGB Analytic, Schlossbdckelheim,
Alemania), BGB-172 (25 % 2,3,6-tert-butildimetilsilil-p-CD diluida en PS086, 15 % fenil
metilpolisiloxano) de 30 m de longitud y 0.25 mm de didmetro interno (BGB Analytic) y
Chirasil-Dex (2,3,6-tri-O-metil--CD unida quimicamente a polisiloxano) de 30 m de
longitud y 0.25 mm de didmetro interno (Astec, NJ, USA).

II1.2.2 Equipo de cromatografia de liquidos acoplado a espectrometria de masas

y de cromatografia de liquidos con deteccién UV

En el capitulo VIII se empledé un equipo de cromatografia de liquidos modular modelo
PE Series 200 de Perkin Elmer (Norwalk, CT, USA) con un sistema de desgasificacion, una
bomba binaria y un inyector automatico. Para la separacién cromatogréafica se utilizé una
columna X-Terra MS C18 de 4.6 x 150 mm con un tamafio de particula de 5 um de Waters
Corporation y una precolumna del mismo tipo de 4.0 x 10 mm con un tamafio de particula
de 5 pm. El acoplamiento entre el equipo de HPLC y el MS se llevé a cabo empleando una
interfase de ionizaciéon por ESI. El modelo de MS utilizado fue el 4000 Qtrap® de AB
SCIEX (Foster City, CA, USA). El control del equipo y la adquisicion de datos se
realizaron con el software Analyst de AB SCIEX.

En el capitulo IX se empled un equipo de HPLC-UV de Varian ProStar (Varian Ibérica,
Madrid, Esparia) con una bomba ternaria 230 ProStar, un muestreador automatico ProStar
410 con una valvula de inyeccién de seis vias (Rheodyne) equipada con un loop de 20 pl,
un detector DAD 335 ProStar UV-Vis y un sistema de adquisicién de datos Varian Star
Workstation. Para la separacién cromatografica se utilizé6 una columna Ascentis C18 de

4.6 x 250 mm con un tamafo de particula de 5 pum suministrada por Supelco.
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II1.2.3 Equipo de electroforesis capilar

Los analisis realizados por CE, CEC y nano-LC se llevaron a cabo utilizando un equipo
de electroforesis capilar HPPCE de Agilent Technologies (Palo Alto, USA) con detector de
absorciéon UV-Vis de diodos en serie (DAD). El control del equipo y la adquisicién de
datos se realizaron con el software HP3PCE Chemstation de Agilent. Este equipo se

empled en los capitulos IV, V y VIL

Los capilares utilizados para llevar a cabo las separaciones por CE eran de silice
fundida de Polymicro Technologies (Phoenix, USA) de 50 pm de diametro interno y 375
pm de didmetro externo. Para la fabricacién de las columnas empleadas en CEC y nano-
LC se utilizaron capilares de 100 pm de diametro interno y 375 pm de diametro externo.

La longitud efectiva de los capilares utilizados fue diferente segtn la separacion a realizar.

I11.2.4 Instrumentacién adicional

-Balanza analitica AE 260 Delta Range de Mettler (Greifensee, Suiza).

-Bafio de ultrasonidos modelo Ultrasons-H de J.P. Selecta (Barcelona, Espaiia).
-Evaporador Labconco (Barcelona, Espana).

-pH-metro modelo 744 de Metrohn (Herisau, Suiza).

-Bomba LC-10 AS de Shimadzu (Duisburg, Alemania).

-Soporte de extraccion en fase sélida VISIPREP™ de Supelco.

- Centrifuga Heraeus (Hanau, Francia).

-Mufla Hobersal (Barcelona, Espana).

-Rotavapor modelo Rotavapor R II de Biichi (Milan, Italia).
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-Liofilizador modelo Cryodos de Telstar (Madrid, Espafia).

-Horno cilindrico.

II1.3 PROCEDIMIENTOS

II1.3.1 Cromatografia de gases multidimensional

I11.3.1.1 Preparacion de las disoluciones patron y muestras

Las disoluciones patrén de PCBs y MeSO>-PCBs se prepararon disolviendo la cantidad
adecuada de los mismos en isooctano para obtener la concentracién necesaria en cada

momento.

Las muestras de aceite de pescado e higado de ternera se prepararon siguiendo el

procedimiento descrito por Hovander y col. [275].

Para los aceites de pescado se pesé 0.5 g de la muestra y se disolvié en 5 mL de hexano.

Se afladi6 1 mL de DMSO anhidro y se agité la mezcla durante 10 min antes de proceder a
su centrifugacién a 3000 rpm durante 6 min. A continuacion, se separaron las dos fases y
se procedi6 a reextraer de nuevo la fraccion de DMSO con 2 mL de hexano.
Posteriormente se combinaron las dos fracciones de hexano que contenian los PCBs. Para
extraer los MeSO,-PCBs de la fase de DMSO, se afiadieron 1.5 mL de agua fria y se
matuvo la muestra en hielo para de evitar el calentamiento de la misma. A continuacién
se afiadieron 4 mL de hexano, se agit6 la muestra durante 5 min y se centrifugé a 3000
rpm durante 6 min. Se repiti6 este proceso una vez méas y finalmente se mezclaron las dos

fracciones de hexano obtenidas.

La purificacién de la fraccién obtenida con los PCBs, se realiz6 en una columna

cromatogréfica que se prepar6 con 10 g de gel de silice modificado con un 44 % de acido
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sulfarico. La columna se acondicioné previamente con hexano y se eluyeron los analitos

con 30 mL de hexano.

La fraccién obtenida para los MeSO,-PCBs se purificé en una columna multicapa que
contenia 0.1 g de gel de silice, 0.4 g de gel de silice modificado con un 56 % de hidréxido
sodico y 0.8 g de gel de silice modificado con un 44 % de acido sulfarico. La columna se
acondicioné con 8 mL de una mezcla hexano:diclorometano (2:1 v:v). Posteriormente se
paso la muestra, se lavé la columna con 8 mL de hexano:diclorometano (2:1 v:v) y se

eluyeron los analitos con 25 mL de diclorometano.

Una vez obtenidas ambas fracciones, la correspondiente a los PCBs y la
correspondiente a los MeSO»-PCBs, se combinaron, se evapor6 a sequedad, se afiadié 50

uL de isooctano y se inyect6 directamente en el sistema heart-cut MDGC.

En el caso de la muestra de higado de ternera, en primer lugar se tuvo que extraer la

fraccion lipidica de la misma por MSPD, debido a que al ser los PCBs y sus metabolitos
compuestos altamente hidréfobos, se acumulan en esta fraccion. Para ello se triturd
finamente el higado y se liofiliz6. A continuacion, se pesaron 3 g de la muestra liofilizada
y se homogeneizé con 25 g de sulfato s6dico anhidro. La mezcla se trituré en un mortero
hasta obtener un polvo fino y homogéneo y después se introdujo en una columna
cromatografica de vidrio. Posteriormente, los analitos se extrajeron con una mezcla
acetona:hexano (1:1 v:v) y el extracto obtenido se evaporé a sequedad y se reconstituy6 en
5 mL de hexano. Este tltimo extracto se someti6 al mismo proceso que se ha descrito para

los aceites de pescado.
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II1.3.2 Cromatografia de liquidos

I11.3.2.1 Preparacion de las fases moviles

Las fases méviles empleadas en el capitulo VIII de esta memoria fueron una fase
agua:ACN (50:50 v:v) con 6 mM de 4cido férmico (fase mévil A) y una fase moévil que

tnicamente contenia agua Milli-Q (fase mévil B).

Las fases moviles empleadas en el capitulo IX fueron una fase que tinicamente contenia

agua Milli-Q (fase movil A) y ACN (fase movil B).

I11.3.2.2 Preparacion de las disoluciones patron y muestras

Las disoluciones patrén correspondientes a los farmacos tireostaticos se prepararon
disolviendo la cantidad adecuada de cada compuesto en MeOH para obtener la
concentracion necesaria en cada caso. Todas las disoluciones patrén se almacenaron en la

oscuridad y a -20°C.

Las disoluciones patréon de las hormonas esteroideas se prepararon disolviendo la
cantidad adecuada de cada compuesto en MeOH para obtener disoluciones individuales
de cada hormona a una concentracién de 500 mg/L. A partir de ellas, se prepar6é una
disolucién que contenia las siete hormonas a una concentracién de 50 mg/L. Para la
optimizacién del método cromatografico se empleé una disolucién que contenia una

mezcla de todas las hormonas a una concentracién de 10 mg/L.

Las muestras de aguas naturales analizadas en el capitulo VIII se prepararon

evaporando 250 mL de agua a sequedad y reconstituyendo la muestra en 5 mL de MeOH.
Posteriormente se centrifugé para eliminar los posibles residuos sélidos y el sobrenadante
se evaporé hasta obtener un volumen final de 500 puL, que se inyect6 directamente en el

sistema HPLC-MS.
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La extraccién de las hormonas esteroideas de las muestras de leche analizadas en el

capitulo IX se realizé6 empleando un procedimiento descrito en la bibliografia [267]. Se
pesd 1 g de la muestra de leche y se fortificé con los siete analitos de interés para obtener
una concentracién de 2 mg/kg de cada uno de ellos. Se afiadieron 2 mL de tampén
acetato 0.2 M (pH 5.2) y se agit6. A la mezcla, se afladieron 5 mL de MeOH vy se agit6 de
nuevo durante 2 min en un vortex. Se centrifugé a 4000 rpm durante 5 min y al
sobrenadante se le afiadi6 agua Milli-Q hasta obtener un volumen final de 25 mL. El
extracto obtenido se purific6 mediante SPE. En el caso de emplear cartuchos rellenos de
silices mesoporosas o con relleno C18 comercial, se emplearon las cantidades y volimenes
indicados anteriormente y en el caso de emplear cartuchos comerciales HLB, C18 o
combinaciones C18 + NH2 y HLB + NH2, las cantidades y volimenes utilizados fueron
cinco veces mas grandes ya que la cantidad de fase estacionaria de estos cartuchos era
cinco veces superior. Los cartuchos de SPE rellenos de silices mesoporosas, los C18 y los
HLB se acondicionaron con 3 mL de MeOH antes de cargar la muestra a una velocidad
aproximada de una gota por segundo. Una vez que se pasé toda la muestra por el
cartucho, se lav6 con 1 mL de agua Milli-Q con el fin de eliminar los posibles interferentes
y se eluyeron los analitos en 2 mL de MeOH o ACN, que se optimiz6 en cada caso para
obtener la maxima recuperacién. Finalmente, se evapord el extracto a sequedad, se
reconstituyeron los analitos en 1 mL de MeOH y se inyect6 la muestra en el equipo de
HPLC-UV. En el caso de emplear un segundo cartucho de extraccién (por ejemplo en las
combinaciones C18 + NH, y HLB + NHo), el cartucho amino se acondicioné con 4 mL de
una mezcla DCM:MeOH (70:30 v:v) y se acopl6 debajo del primer cartucho de extracciéon
justo antes de eluir los analitos retenidos en el primer cartucho de SPE. En este caso, la
eluciéon de las hormonas esteroideas se realizé con diclorometano:MeOH (70:30 v:v). El
disolvente de elucién se afiadié al primer cartucho de forma que el eluato pasase
directamente al cartucho de NH» acoplado debajo. Finalmente, el eluato se someti6 al
mismo proceso de evaporacién indicado previamente y el extracto se reconstituy6 en 1

mL de MeOH.
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II1.3.3 Electroforesis capilar

I11.3.3.1 Acondicionamiento de los capilares

Antes de proceder a utilizar un capilar nuevo, se llev a cabo el lavado del mismo con
MeOH durante 5 min, una disolucién de NaOH 1 M durante 30 min, 5 min de agua Milli-
Q y finalmente 60 min del tampoén de separaciéon usando en todos los pasos una presion

de 1 bar.

Al comienzo de cada jornada de trabajo el capilar se lavé durante 20 min con la
disolucién del BGE a una presién de 1 bar. Al final de cada jornada de trabajo, el capilar se
lavé durante 5 min con agua Milli-Q, 5 min con una disolucién de NaOH 0.1 M y 5 min de
nuevo con agua Milli-Q, aplicando también una presién de 1 bar en todos los pasos.
Durante la noche el capilar se guardé con agua Milli-Q en su interior y con los dos

extremos sumergidos también en agua Milli-Q.

Para el acondicionamiento entre inyecciones se utilizaron diferentes secuencias de
lavado segtn el trabajo que se estaba llevando a cabo y las necesidades del mismo. Por lo
general, se realiz6 un lavado con agua Milli-Q, NaOH 0.1 M y BGE, variando los tiempos

en funcién de la aplicacién para obtener una adecuada repetibilidad de los resultados.

I11.3.3.2 Preparacion de tampones y medios de separacion electroforéticos

Las disoluciones tampoén empleadas en los capitulos IV y VII de esta memoria, se
prepararon pesando la cantidad adecuada del reactivo correspondiente y disolviéndolo en
agua Milli-Q para obtener la concentracién deseada. A continuacion, se ajusté el pH de la

disolucién con NaOH 0.1 0 1 M.

Los medios de separacién electroforéticos que contenian aditivos como CDs, urea,

tensioactivos o alcoholes se prepararon disolviendo la cantidad adecuada de los mismos
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en el tampén de separaciéon previamente preparado para obtener la concentraciéon o el

porcentaje en volumen adecuado en cada caso.

Todas los medios de separacion se filtraron a través de filtros de nylon de un tamafio
de poro de 0.45 pm de Titan (Eatontown, NJ, USA) previamente a su utilizacién en el

sistema de CE.

I11.3.3.3 Preparacion de disoluciones patron y muestras

Las disoluciones patrén de los pesticidas cis-bifentrina, metalaxil, metalaxil-M,
benalaxil, benalaxil-M y folpet (capitulo IV) se prepararon pesando la cantidad adecuada
de los mismos y disolviéndolos en MeOH para obtener una concentracién de 2000 mg/L
que posteriormente se diluy6 para obtener la concentracién necesaria en cada caso. Las
disoluciones patrén de los ftalatos (capitulo VII) se prepararon pesando la cantidad
adecuada de los mismos y disolviéndolos en MeOH para obtener disoluciones
individuales de cada analito a concentraciénes de 1000 mg/L y 10000 mg/L. A partir de
ellas, se prepararon las disoluciones de trabajo por dilucién con MeOH. Todas las

disoluciones se almacenaron en la oscuridad a 4°C.

Los productos pesticidas comerciales en forma liquida analizados en el capitulo IV se

diluyeron con MeOH para obtener la concentracién adecuada segtin su etiquetado. Los
productos pesticidas sélidos se pesaron, se disolvieron en MeOH y se sonicaron durante
15 min para favorecer su solubilizacién. Ambos tipos de productos se filtraron antes de su
inyeccién en el sistema de CE. Para la determinacién del porcentaje de impureza
enantiomérica de metalaxil-M en productos comerciales etiquetados como
enantioméricamente puros y con el fin de realizar una preconcentraciéon de la muestra
dentro del capilar, la muestra previamente disuelta en MeOH se diluy6 de nuevo con una

mezcla de BGE:agua (50:50 v:v).

El tratamiento de muestra en el caso de los perfumes analizados en el capitulo VII

consistié en la dilucién de 500 pL de cada perfume con 10 mL de MeOH y su sonicacién
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durante 30 min. A continuacién, la muestra se evaporé a sequedad y se redisolvié en 25
mL de MeOH al 40 %, para ser sometida a una extracciéon SPE con cartuchos C18. Los
cartuchos se acondicionaron previamente con 5 mL de MeOH, 5 mL de agua Milli-Q y 5
mL de MeOH al 40 %. A continuacion se pasé la muestra, se lavé el cartucho con 5 mL de

MeOH al 40 % y se eluyeron finalmente los analitos con 5 mL de MeOH.

II1.3.4 Electrocromatografia capilar y nano-LC

I11.3.4.1 Preparacion de las columnas

El empaquetado de las columnas de CEC y nano-LC empleadas en el capitulo V se
realiz6 siguiendo el procedimiento descrito por Chankvetadze [276] y que se muestra
esquematicamente representado en la Figura III.1. En este caso, se emplearon capilares de
silice fundida de 100 um de didmetro interno, 375 pm de didmetro externo y 35 cm de
longitud total. Uno de los extremos del capilar (extremo outlef) se conecté a un tubo de
HPLC comercial de 4.6 x 50 mm, que se emple6é como reservorio de la fase estacionaria.
Antes de proceder al empaquetado, el capilar se lavé con MeOH durante 30 min a 100 bar
para eliminar cualquier residuo procedente de la fabricacién del mismo. A continuacién,
el extremo libre del capilar (extremo inlet) se conecté a una frita metalica comercial de
porosidad adecuada para retener la fase estacionaria. Después, se dispersaron 20 mg de la
fase estacionaria en 2.5 mL de una mezcla MeOH:agua (80:20 v:v) y se sonicé durante 30
min antes de transferirla al reservorio. Posteriormente se rellené el capilar aplicando 350
bar de presién mediante una bomba de HPLC a la vez que se mantenia la totalidad del
capilar sumergido en un bafo de ultrasonidos para conseguir el correcto empaquetado de
la fase estacionaria dentro del mismo. Esta presién se aplicé hasta rellenar una longitud
del capilar de aproximadamente 30 cm. A continuacion, se lavé el capilar ya relleno con
una mezcla MeOH:agua (50:50 v:v) durante 1 h a 350 bar y se realizaron las fritas
mediante calentamiento a 700 °C durante 4-5 s a 24 cm de distancia una de la otra.
Posteriormente, se dio la vuelta al capilar y se eliminaron los restos de fase estacionaria

lavando el capilar a 100 bar con la fase moévil que se emplearia durante los andlisis.
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Finalmente, se realiz6 la ventana de deteccion a 0.5 cm de la frita situada en el lado del

extremo outlet.

100kar ) Lavadocon MeOH
Frita mlecénica
| 2. Conexidén a una frita mecanica
350 bar . .
I —— 3. Empaquetado de la fase estacionaria
l l 350 bar 4, 14 3
e Formacién de las fritas por

calentamiento
100 bar

P 5. Eliminacion del material sobrante

mediante lavado en sentido
| contrario

| & 6. Realizacién de la ventana de

deteccion

Figura III.1. Procedimiento esquematico seguido para el rellenado de las columnas de

CEC y nano-LC.

111.3.4.2 Acondicionamiento de las columnas

Antes de emplear por primera vez una columna, se lavé con la fase movil que se

emplearfa durante los andlisis hasta obtener una linea base estable.

Al comienzo de cada jornada de trabajo la columna se lavé con el medio de separacion
durante 30 min aplicando una presién de 12 bar. En el modo nano-LC no se llevé a cabo
acondicionamiento entre inyecciones, mientras que en el modo CEC el acondicionamiento
entre inyecciones consistié en lavar la columna capilar con el medio de separacién
durante 10 min a 12 bar. Al final de cada jornada de trabajo, el capilar se lavé con
ACN:agua (80:20 v:v) durante 15 min a 12 bar y se mantuvo la columna con esta

disolucién en su interior hasta la siguiente jornada de trabajo.
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111.3.4.3 Preparacion de tampones y fases moviles

Las disoluciones tampén empleadas en CEC se prepararon en el caso de reactivos
solidos (acido boérico) pesando la cantidad adecuada del mismo y disolviéndolo en agua
Milli-Q y en el caso de reactivos liquidos (dcido férmico y acido acético) diluyendo el
volumen adecuado con agua Milli-Q. A continuacién se ajusté el pH de las disoluciénes

con NaOH0.101M.

Las fases moviles y medios de separacion se prepararon mezclando distintos
volimenes de tampoén:ACN:agua 6 tampén:MeOH:agua con el fin de obtener la

composicién deseada.

I11.3.4.4 Preparacion de las disoluciones patron y muestras

Las disoluciones patrén de todos los pesticidas se prepararon disolviendo la cantidad
adecuada de los mismos en ACN hasta obtener disoluciones individuales a
concentraciones de 2000 mg/L. A partir de estas disoluciones, se prepararon las

disoluciones de trabajo por dilucién de las mismas con una mezcla ACN:agua (80:20 v:v).

Para la preparacion de las muestras de suelo analizadas en el capitulo V, se realiz6 una

extraccion sélido-liquido de 50 g de suelo seco con 50 mL de MeOH. Para ello, el suelo se
fortificé con el producto comercial que contenia el pesticida metalaxil-M y se agito la
mezcla durante una hora para asegurar la correcta adsorcién del pesticida y su
distribuciéon homogénea. A continuacién, se pesaron 50 g de suelo fortificado con el
producto comercial y se extrajo con dos fracciones de 50 mL de MeOH. Se mezclaron las
dos fracciones de MeOH obtenidas y se evaporaron hasta un volumen final de 5 mL. El
extracto resultante se redisolvié en 20 mL de agua Milli-Q y posteriormente se reextrajo
con tres fracciones de 40 mL de acetato de etilo. Una vez combinadas las tres fracciones
obtenidas, se afiadi6 sulfato sédico anhidro para eliminar los posibles restos de agua y el
extracto resultante se filtré, se evapor6 a sequedad y se redisolvié en 2 mL de hexano.

Finalmente, se purific6 por SPE empleando un cartucho de silice previamente
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acondicionados con hexano. Para la purificacién del extracto, se realizé un lavado con 5
mL de hexano, 5 mL de acetato de etilo:hexano (5:95 v:v), 5 mL de acetato de etilo:hexano
(10:90 v:v) y 5 mL de acetato de etilochexano (15:85 v:v) y los analitos se eluyeron con 25
mL de acetato de etilochexano (20:80 v:v). El eluato obtenido se evaporé a sequedad, se
reconstituy6 en 500 pL de una mezcla ACN:agua (80:20 v:v) y se inyect6 directamente en

el sistema de CE.

Para la extraccion de las muestras de agua analizadas en el capitulo V, se fortificaron
50 mL de agua de grifo con el producto comercial de metalaxil-M. Esta muestra se pas6
por un cartucho C18 de SPE previamente acondicionado con 3 mL de MeOH y 3 mL de
agua Milli-Q y se eluyeron los analitos con 5 mL de MeOH. El extracto obtenido se
evapor6 a sequedad, se reconstituyd en 500 uL de una mezcla ACN:agua (80:20 v:v) y se

inyect6 en el sistema de CE.

Para el andlisis de la formulacién comercial analizada en el capitulo V se diluyé el

volumen adecuado de muestra en ACN:agua (80:20 v:v) para obtener una concentracién

aproximada segun el etiquetado del producto de 75 mg/L de metalaxil-M.

II1.3.5 Silices mesoporosas

I11.3.5.1 Sintesis de la silice mesoestructurada SM

La silice esférica mesoestructurada SM se sintetiz6 siguiendo el método descrito por
Ma y col. [277]. Para ello, se pesaron 18 g de P123 en un vaso de precipitados. Debido a la
textura tipo vaselina de este compuesto, se calenté en una placa calefactora hasta que el
reactivo se volvié liquido y se pudo transferir en su totalidad a un matraz de fondo
redondo de 2 L. A continuacién, se ahadieron 3 g de CTAB, 360 mL de HCI 2M, 150 mL de
etanol y 180 mL de agua Milli-Q. La mezcla se agit6 a 1000 rpm y a temperatura ambiente
hasta su total disolucion. Posteriormente, se afadi6 gota a gota 60 mL de TEOS

manteniendo la agitacion a 1000 rpm y una vez afiadido todo el TEOS se mantuvo la
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agitacion durante 30 min. Finalmente, se transfiri6 la mezcla a un reactor autoclave y se la

someti6 al siguiente programa de temperatura:

0.1°C/min 5h 0.1°C/min 12h
Tamb » 80°C > » 130°C > »Tamb

Transcurrido ese tiempo, se dej6 enfriar y se obtuvo un sélido blanco que se lavé con
abundante agua Milli-Q en un embudo de filtracién. Para eliminar todo el CTAB y el
P123, se calcin6 el solido blanco obtenido aplicando el siguiente programa de

temperatura:

1°C/min 3h 1°C/min 24h
Tamp ——» 100°C > » 550°C > » T amb

Finalmente, se trituré el material en un mortero y se pesé la cantidad de silice SM

obtenida.

Con el fin de funcionalizar con grupos C18 la silice sintetizada, se procedi6 en primer
lugar a su activacién. Para ello, se pesé aproximadamente 11 g de SM en un schlenk
previamente pesado a vacio. La SM se calenté en un horno circular a 150°C durante 20 h y
por diferencia de pesada se calcul6 la masa de SM que se iba a funcionalizar. Para esto, en
el mismo schlenk donde se habia activado la silice, se afiadié tolueno hasta formar una
suspension homogénea y la cantidad correspondiente a un 15 % en masa de cloro
(dimetil) octadecil silano con respecto a la masa de SM activada. La mezcla se mantuvo a
80°C con agitaciéon (500 rpm) durante 24 horas. Finalmente, se lavé con dos fracciones de
tolueno, etanol y éter etilico de 50 mL cada una de ellas y se dejo secar a vacio durante

aproximadamente 20 h.
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I11.3.5.2 Sintesis de la silice mesoestructurada SBA15

La silice SBA15 se sintetizé mediante el siguiente procedimiento experimental: Se
pesaron 48.4 g de P123 en un vaso de precipitados. Al igual que el caso anterior y debido a
la textura tipo vaselina de este compuesto, se calenté en una placa calefactora hasta que el
reactivo se volvié liquido y se pudo transferir en su totalidad a un matraz de fondo
redondo de 2 L. Se afiadieron 1440 g de HCI 2M y 360 mL de agua Milli-Q y la mezcla se
agitd a 1000 rpm y se calenté en un bafio de silicona a 35°C hasta su total disoluciéon. A
continuacién, se afiadié a una velocidad de una gota por segundo, 102 g de TEOS y se
mantuvo en agitaciéon a 35°C durante 20 h. Posteriormente, se paré la agitaciéon para no

modificar la estructura de la matriz y se aumento la temperatura a 80°C durante 24 h.

Para recuperar el material mesoporoso se lavé con abundante agua Milli-Q en un
embudo de filtraciéon y el sdlido blanco obtenido se calciné mediante el siguiente

programa de temperatura para eliminar todo el P123:

1°C/min 3h 1°C/min 24h
Tamp — 100°C > » 550°C > » Tamb

Finalmente se trituré el material en un mortero y se peso la cantidad de silice SBA15

obtenida.

Para activar la silice sintetizada, se pesaron aproximadamente 15 g de SBA15 en un
schlenk previamente pesado a vacio. La SBA15 se calenté en un horno circular a 150°C
durante 20 h y por diferencia de pesada se calcul6é la masa de SBA15 que se iba a
funcionalizar. Para funcionalizar la silice con grupos C18, se afiadi6 tolueno hasta formar
una suspensiéon homogénea y la cantidad correspondiente a un 15 % en masa de cloro
(dimetil) octadecil silano con respecto a la masa de SBA15 activada. Toda la mezcla se

mantuvo a 80°C con agitaciéon (500 rpm) durante 24 horas. Finalmente, se lavé con dos
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fracciones de tolueno, etanol y éter etilico de 50 mL cada una de ellas y se dejo secar a

vacio durante aproximadamente 20 h.

I11.4 TRATAMIENTO DE DATOS

Los valores de resolucién (Rs) se calcularon con el software de la ChemStation segtn la

ecuacion:

t-t
Rs=1.18 X (Ecuacion I11.1)

Wiyt Wiy

donde t1 y t2 son los tiempos de migracién de los picos correspondientes a cada uno de los

enantiémeros o analitos y w121y Wi/2(2) sus anchuras a mitad de altura.

La eficacia se calculé como el nimero de platos por metro, definido como [278]:

(Ecuacion I111.2)

donde t es el tiempo de retencién o migracién del pico, w12 su anchura a mitad de altura

y L la longitud de la columna empleada en centimetros.

Con el fin de compensar las fluctuaciones en las condiciones electroforéticas y mejorar
la reproducibilidad cuantitativa de los resultados, se emplearon las areas de pico
corregidas respecto a los tiempos de migracion, que se obtienen dividiendo el 4rea de pico
por el tiempo de migracion [279]. Esta correccion se debe a que el valor de las areas de los
picos depende de la velocidad de migracién del analito en el momento de la deteccién y

de la cantidad inyectada de los mismos [280].
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El célculo de los limites de deteccién (LOD) y de los limites de cuantificacion (LOQ) se
realizé experimentalmente en base a la concentracién de analito correspondiente a una
relacién sefial/ruido (S/N) igual a 3 o a 10 respectivamente, o bien, a partir de las rectas

de calibrado segtn las ecuaciones [281]:

LOD=3.29S,/b (Ecuacion I11.3)
LOQ=10S,/b (Ecuacion 111.4)

donde Sa es el valor del error estandar de la ordenada en el origen y b es la pendiente de

la recta de calibrado.

El minimo limite de quantificacién (LLOQ) calculado en el capitulo VIII, se determiné
experimentalmente en funciéon de la concentracién de analito correspondiente a una

relacion S/N igual a 5.

El limite de deteccion relativo (RLOD), se calculé segtin la ecuacion [282]:

RLOD= ﬂ x 100 (Ecuacio’n IHS)

donde Cwmaj es la concentracion mdaxima del componente mayoritario que puede estar
presente sin causar problemas de solubilidad ni pérdida de resolucién y LOD i es el LOD

del componente minoritario.

El calculo del porcentaje de impureza se llevo a cabo utilizando la siguiente expresion:

A Imp .
% Impureza= ———  x 100 (Ecuacion I11.6)

Total
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donde Amp es el area del pico de la impureza enantiomérica y Arowr es el valor
correspondiente a la suma de las 4reas de los picos de los dos enantiémeros de un

compuesto.
IIL.4.1 Programas empleados
Para el analisis de los datos experimentales obtenidos, asi como, para la representacion

de graficos los programas empleados fueron Excell Microsoft Office 2010, Statgraphics
Plus 5.1 y Origin 6.0.
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Separacion y determinacion enantiomérica de insecticidas y fungicidas por EKC

IV.1 INTRODUCCION

Como se ha puesto de manifiesto en la Introduccién de esta memoria, la determinacién
enantiomérica de pesticidas presenta un gran interés ya que aproximadamente el 25 % de
los pesticidas empleados hoy en dia son quirales. Esta propiedad juega un papel
fundamental en la efectividad, toxicidad y persistencia de estos compuestos ya que en
muchos casos solamente uno de los enantiémeros es activo mientras que los otros no
presentan ningun tipo de actividad o incluso pueden ser téxicos para los organismos no-

diana.

La electroforesis capilar en su modo EKC es una técnica con gran potencial en el
campo de las separaciones quirales (ver el capitulo I de esta memoria) debido a las

ventajas que ofrece con respecto a otras técnicas separativas y microseparativas:

» Los pequenos volimenes de muestra y de disolucién electrolitica necesarios
para llevar a cabo las separaciones, confieren a esta técnica un valor afiadido

desde el punto de vista medioambiental.

» Su elevada eficacia de separacién permite que una pequefia diferencia de
selectividad entre los enantiémeros de un compuesto quiral sea suficiente para

originar la enantioseparacion.

> El selector quiral esta libre en disolucién y esto favorece la interaccion del

mismo con los analitos.

En este capitulo se ha empleado la CE en el modo EKC utilizando CDs y/o
tensioactivos quirales con el fin de desarrollar nuevas metodologias analiticas para la
separacion quiral del insecticida piretroide cis-bifentrina y de los fungicidas tipo amida

metalaxil y benalaxil.

La cis-bifentrina es un compuresto quiral constituido por dos enantiémeros (1R,cis y

1S,cis) cuyas estructuras se representan en la Figura IV.1. Se ha comprobado que el
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responsable de la toxicidad hacia los organismos invertebrados acuaticos es tinicamente el
isémero 1R,cis [151, 283]. Por otro lado, cuando se aplica la mezcla racémica, el
enantiémero 1R,cis es mucho mds persistente en el medioambiente [284]. Teniendo en
cuenta que para el caso concreto de este piretroide, la actividad insecticida es similar para
los dos enantiémeros cis, el uso de una mezcla racémica resulta innecesario. Por ello, seria
de gran interés el utilizar férmulas comerciales preparadas unicamente con el
enantiémero 15,cis puro lo que requiere el desarrollo tanto de procedimientos de sintesis
enantioselectiva que puedan ser utilizados en las plantas de produccién como de
metodologias para llevar a cabo el control de los productos obtenidos en dichas sintesis y
de los productos comerciales (metodologias analiticas para la determinacién de la pureza

enantiomérica en estos productos).

o) CH4
cHy \__CH
- o
CHs
18, cis-Bifentrina 1R, cis-Bifentrina

Figura IV.1. Estructura de los dos enantiémeros de cis-bifentrina.

Dado que, como se ha comentado en la Introduccién de esta memoria, en el momento
de iniciar este trabajo de investigacién no existia ningin método que permitiera la
separacion de los enantiémeros de la cis-bifentrina por CE, este fue uno de los objetivos
del trabajo recogido en este capitulo. Es cierto que se habian descrito en la bibliografia
algunos métodos para la separacién enantiomérica de cis-bifentrina por HPLC [149-153] o
GC [140, 154-156] pero, como ya se ha comentado, las ventajas de la CE en las

separaciones quirales (no son necesarias columnas quirales de elevado coste como en
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HPLC y GC, la cantidad necesaria de reactivos y muestras para llevar a cabo los analisis es
muy baja y por tanto el impacto ambiental de estos procedimientos es reducido, la
posibilidad de ensayar de forma rapida un enorme namero de selectores quirales al estar
estos disueltos en el medio de separacion conduce a una simplicidad y ahorro enorme en
columnas quirales, etc.) permite pensar en las considerables ventajas de desarrollar estas
metodologias en el formato de la CE. Ademas de todo ello, hay que reconocer también el
enorme reto que supone el desarrollar metodologias analiticas para la separacién
enantiomérica de compuestos altamente hidréfobos en el formato de la CE por su enorme
complejidad a priori, asi como, por la importancia de esta contribucién a la hora de

ampliar el campo de aplicacién de la CE.

Los fungicidas metalaxil y benalaxil pertenecen a uno de los dos grupos de fungicidas

mas empleados, los tipo amida (ver capitulo I de esta memoria).

El fungicida amida metalaxil [(R, S)-metil-N-(2-metoxiacetil)-N-(2,6-xilil)-D L-alalinato],
es un compuesto quiral que posee un centro estereogénico y por tanto dos enantiémeros.
La Figura IV.2 muestra la configuracion espacial de cada uno de los enantiémeros de
metalaxil. Fue sintetizado en 1977 con el fin de controlar las afecciones causadas en
plantas por los patégenos de la familia Oomycota [285]. Hay que destacar que el metalaxil
es uno de los pocos fungicidas que desde 1996 se comercializa ademas de como mezcla

racémica como enantiémero puro (Metalaxil-M, Mefenoxam o (R)-Metalaxil).

Es conocido que el enantiomero R del metalaxil (metalaxil-M) es unas 1000 veces mas
efectivo como insecticida que el correspondiente enantiémero S [285]. Si se sintetiza a
partir de reactivos racémicos y no se purifica posteriormente, es de esperar que los dos
enantidémeros se encuentren en una proporcion 1:1; sin embargo, una vez que se
encuentran en el medioambiente las relaciones enantioméricas varian a causa de la
poblacién microbiana. En efecto, se ha demostrado que existe una degradacion preferente
de uno de los enantiémeros en suelos y que dependiendo de las condiciones del suelo
(poblacion microbiana, pH, localizacién, etc.) esa degradacién se ve favorecida hacia uno

u otro enantiémero, pero generalmente el resultado es el enriquecimiento del enantiémero
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sin actividad fungicida (enantiémero S) [157, 286-289]. Del mismo modo, se ha descrito
una degradaciéon preferente del enantiomero S del metalaxil en plantas [288]. Los
enantiémeros de este fungicida también se comportan de manera diferente cuando entran
en el metabolismo de los seres vivos, donde todos los receptores de la maquinaria celular
poseen una configuraciéon definida y por lo tanto, las interacciones que se dan son
enantioselectivas. Asi, cuando se administra metalaxil racémico de forma intravenosa a
conejos (40 mg/kg), los niveles en plasma, higado y rifiones decrecen mucho mas

rapidamente para el enantiémero S del metalaxil que para el enantiémero R [159].

(S)-Metalaxil (R)-Metalaxil o Metalaxil-M

Figura IV.2. Estructura de los dos enantidmeros del fungicida metalaxil.

El Dbenalaxil [(R,S)-metil-N-fenilacetil-N-2,6-xilil-alaninato] es un fungicida que
pertenece a la misma familia del metalaxil. Consta de un carbono asimétrico, por lo que
como en el caso anterior también posee dos enantiémeros diferentes tal y como se muestra
en la Figura IV.3. Sin embargo, y del mismo modo que ocurre para metalaxil, la actividad
pesticida reside basicamente en el enantiémero R también conocido como benalaxil-M
[290]. La degradacion que se da del mismo en alimentos y medioambiente es también

enantioselectiva. En efecto, en muestras vegetales como son tabaco, tomates, remolachas
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[291] y pepinos [292], se ha observado una degradacién preferente del enantiémero (S)-
benalaxil; sin embargo, en suelos el comportamiento es justamente el contrario y
permanece mucho mas tiempo el enantiémero S del benalaxil [291, 292]. Ademas, la
toxicidad de sus dos enantiémeros hacia organismos que no sean los organismos diana
también es enantioselectiva, encontrandose valores de LCsy en lombrices para (R)-

benalaxil y (S)-benalaxil de 4.99 y 6.66 ng/cm3, respectivamente [293].

(S)-Benalaxil (R)-Benalaxil o Benalaxil-M

Figura IV.3. Estructura de los dos enantiémeros del fungicida benalaxil.

El metalaxil y el benalaxil se pueden encontrar en multitud de productos comerciales,
bien como racematos o bien como enantiémeros puros, tanto solos como combinados con
otros compuestos fungicidas de tipo protector como son el cobre o el folpet. El folpet [N-
(triclorometiltio)ftalimida], es un fungicida no quiral que pertenece al grupo de las
dicarboximidas y que se suele afiadir a los productos comerciales, en combinacién con

otros fungicidas, con el fin de complementar la actividad fungicida de los mismos.

Como se ha indicado en la Introduccién de esta memoria no existia ningtn
antecedente de la separacién de benalaxil en el formato de la CE y la separacién de

metalaxil por CE habia sido escasamente estudiada [157, 158] en condiciones en las que se
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hacfa necesaria una cantidad elevada de CD en el medio de separaciéon y habiéndose
obtenido resoluciones a linea base en el mejor de los casos (insuficientes cuando se
pretende determinar una impureza enantiomérica en presencia del otro enantiémero
mayoritario) y en tiempos de andlisis que postulamos como mejorables al iniciar este
trabajo de investigacion. Si bien existian algunos trabajos relacionados con la utilizacién
de otras técnicas de separacién como HPLC o GC, con el fin de separar los enantiémeros
de estos compuestos (ver capitulo I), el desarrollo de metodologias analiticas en el formato
de la CE para el control de la pureza enantiomérica de estos fungicidas presentaba un
gran interés por los mismos motivos ya detallados anteriormente para el caso de la cis-

bifentrina.

En este capitulo se recoge por tanto el trabajo realizado en esta Tesis Doctoral con el fin
de desarrollar nuevas metodologias analiticas por EKC que han permitido llevar a cabo
por un lado la primera separaciéon enantiomérica del insecticida piretroide cis-bifentrina
por CE mediante el empleo simultaneo de una CD y un tensioactivo quiral, y por otro
lado la separacién enantiomérica de los fungicidas metalaxil y benalaxil utilizando una
CD en el medio de separacion. Los enantiomeros del benalaxil se han separado por CE
por primera vez en este trabajo. Ademads, debido a la presencia habitual del fungicida
folpet en los productos comerciales de metalaxil y/o benalaxil, los métodos desarrollados
se aplicaron también a la separaciéon y determinacién de estos tres compuestos en mezclas
binarias metalaxil/folpet y benalaxil/folpet. Se evaluaron las caracteristicas de los
métodos desarrollados para su posterior aplicaciéon al control de la composicién
enantiomérica de productos pesticidas comerciales y al control de la pureza enantiomérica
de productos comerciales, que en el caso del metalaxil aparecian etiquetados como

enantioméricamente puros.
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IV.2 OBJETIVOS

El objetivo de este capitulo ha sido el desarrollo de métodos analiticos por EKC con
detecciéon UV que permitan la separacion enantiomérica del insecticida piretroide cis-

bifentrina y de los fungicidas amidas metalaxil y benalaxil.

Con este fin se han planteado los siguientes objetivos concretos:

1. Desarrollar metodologias de separacion quiral de interés en el campo
agroquimico y medioambiental aprovechando al maximo las caracteristicas
inherentes de la CE como son la versatilidad, la rapidez o el bajo consumo de

reactivos y muestras.

2. Estudiar la influencia de la adicién de distintos tensioactivos (SDS (tensioactivo
no quiral) y sales biliares (tensioactivos quirales)) al medio de separacién con el

fin de obtener la separacién enantiomérica de cis-bifentrina.

3. Optimizar las condiciones experimentales de separacién quiral por CD-MEKC de
cis-bifentrina y por CD-EKC de metalaxil y benalaxil con el fin de obtener los

mejores resultados posibles en cuanto a resoluciones y tiempos de analisis.

4. Separar simultdneamente los enantiémeros de metalaxil y benalaxil y el fungicida
folpet, debido a la presencia habitual de este dltimo compuesto en las

formulaciones comerciales de metalaxil y benalaxil.

5. Aplicar los métodos quirales desarrollados al analisis de distintos productos
agroquimicos disponibles comercialmente que contienen cis-bifentrina, metalaxil
o benalaxil o bien cualquiera de los dos dltimos compuestos con folpet.

6. Determinar el porcentaje de impureza enantiomérica en formulaciones
comerciales que segun el etiquetado tnicamente poseen el enantiémero activo de

metalaxil (metalaxil-M).

197



Separacion y determinacion enantiomérica de insecticidas y fungicidas por EKC

IV.3 RESULTADOS Y DISCUSION

Con el fin de desarrollar el primer método por CE que permita la separaciéon de los
enantiémeros del piretroide cis-bifentrina, y dadas las caracteristicas de este compuesto se
decidi6é utilizar CDs y tensioactivos en el medio de separacién, para facilitar tanto la

separacion quiral como la solubilizacién del analito en el medio de separacién.

En efecto, la cis-bifentrina es un compuesto de elevada hidrofobicidad, por lo que su
solubilizacién en el medio de separacion electroforético puede resultar dificil y derivar en
problemas de precipitaciéon dentro del capilar de separaciéon. En estos casos, es habitual
emplear tensioactivos en el medio de separacién para evitar el problema pero sin
embargo, y con el fin de simplificar el sistema electroforético en la medida de lo posible,
se plantearon una serie de experimentos preliminares que consistian en emplear
unicamente CDs en el BGE para alcanzar la separacién enantiomérica de este compuesto.
Debido al caracter neutro de cis-bifentrina en todo el intervalo de pH, se seleccionaron
una serie de CDs cargadas, bien de caracter aniénico (CM-B-CD, CM-y-CD y HS-B-CD) o
bien de caracter catidonico (6 monodeoxi-6-monoamino-p-CD), que se adicionaron
individualmente al medio de separacion electroforético. Sin embargo, ninguna de estas
CDs permiti6 la correcta solubilizacién del compuesto en el BGE, ni tan siquiera cuando
se afadia al medio de separaciéon urea, algiin modificador organico (ACN, MeOH,
propanol o dimetilformamida) o SDS por debajo de su CMC (para evitar la formacién de
micelas pero ayudar a la solubilizacién del compuesto). Por ello, al inyectar el analito en el
sistema de CE no se observaba el pico correspondiente ya que el compuesto precipitaba

dentro del capilar y no llegaba al detector.

A la vista de los resultados obtenidos en estos experimentos iniciales, se decidi6
afiadir micelas al BGE para poder llevar a cabo la separacion enantiomérica del piretroide
cis-bifentrina. Asi, el primer paso en el desarrollo de dicho método se centr6 en el estudio
del efecto de la adicién de distintas sales biliares al medio de separacion. Esta estrategia
tiene como ventaja, que en el caso de querer separar quiralmente analitos hidrofébicos

como es el caso de la cis-bifentrina, un tnico aditivo ayuda a la solubilizacion de los
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compuestos y acttia a la vez como selector quiral. Sin embargo, en este caso ninguna de
las sales biliares estudiadas (SC, SDC, SIC y STDC) fue capaz de producir la
discriminacion quiral de los enantiémeros de cis-bifentrina por si solas. Por este motivo, se
realiz6 un barrido con varios tensioactivos (quirales (SC, SDC, STC y STDC) y no quirales
(SDS)) en combinacién con una serie de 11 CDs neutras (a-CD, p-CD, y-CD, Me-p-CD,
Me-y-CD, DM-B-CD, TM-B-CD, HP-B-CD, HP-y-CD, Ac-B-CD y Ac-y-CD) que dio lugar a
un total de 55 experimentos. Para todos estos experimentos se seleccioné como
condiciones iniciales una concentracién 50 mM para el tensioactivo y 15 mM para la CD.
De todas las combinaciones tensioactivo-CD probadas, la que dio lugar a una mejor
separacion enantiomérica fue la combinacién SC y TM-B-CD. Aunque la combinacién
DSC y DM-B-CD también proporcioné cierta discriminacién quiral hacia los enantiémeros
de cis-bifentrina, la resolucién obtenida para los mismos fue de tan solo 1.3 mientras que

para SC y TM-B-CD se obtuvo una resolucién de 2.05.

Una vez seleccionados el tensioactivo y la CD mas adecuados, se estudio la influencia
de diferentes variables experimentales que podrian afectar a la resoluciéon quiral obtenida.
Estas variables incluyen la concentracion de sal biliar y CD, el voltaje aplicado durante la
separacion y la temperatura. La optimizacién individual de cada uno de estos parametros
experimentales permiti establecer las mejores condiciones para la separacion quiral de
cis-bifentrina: capilar 50 pm x 50 cm (58.5 cm 1.t.), BGE: SC 100 mM - TM-3-CD 20 mM en
tampoén borato 100 mM (pH 8.0) con urea 2 M, inyeccién hidrodinamica 50 mbar x 2 s,
15°C, 30 kV, longitud de onda de deteccion UV: 210+2 nm (sin referencia). En estas
condiciones, se obtuvo la separaciéon quiral de los enantiémeros de cis-bifentrina en un
tiempo de andlisis de 9.2 min y con una resolucién de 2.8. Esta separacién supone la
primera contribucién de la CE al andlisis quiral del piretroide cis-bifentrina. Indicar que
tanto el tiempo de analisis como la resolucién se pueden considerar excelentes dadas las
caracteristicas de la cis-bifentrina mostrando el enorme potencial de la CE en su modo CE-

MEKC para la separacién quiral de compuestos de alto caracter hidrofébico.

Con el fin de aplicar el método desarrollado a la determinacién enantiomérica de cis-

bifentrina en un producto insecticida comercial, se procedié a la evaluaciéon de las
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caracteristicas analiticas del método en términos de linealidad, LODs y LOQs, precisién,
selectividad y exactitud. El estudio de todos estos pardmetros permitié6 confirmar la
validez del método para la determinacién de cis-bifentrina en una muestra comercial que
contenia este piretroide como principio activo. Asi, se determiné la cantidad de cis-
bifentrina presente en dicho insecticida comercial que contenia segtn el etiquetado una
cantidad de principio activo de 2000 mg/L. La cuantificacion de la muestra mediante el
método de calibrado del patrén externo permitié establecer una concentracién de 1060
39 mg/L y de 1017 £ 49 mg/L para el primer y segundo enantiémero, respectivamente.
De este modo, se mostré que no existian diferencias estadisticamente significativas entre
la cantidad de cis-bifentrina etiquetada en el producto comercial y la determinada
mediante el método analitico desarrollado, corroborando por tanto, que la formulacién

comercial del insecticida contenia la mezcla racémica de cis-bifentrina.

En lo que se refiere al desarrollo de un método para la separaciéon quiral de los
fungicidas metalaxil y benalaxil, se seleccioné el modo CD-EKC porque la hidrofobicidad
de ambos compuestos es menor a la del compuesto cis-bifentrina permitiendo pensar en la
posibilidad de llevar a cabo la separacién con CDs sin ser necesaria la presencia de

tensioactivos.

En el campo de las separaciones quirales por EKC, la elecciéon del selector quiral es uno
de los pasos criticos a la hora de obtener una separaciéon enantiomérica adecuada. En
nuestro caso y dada la naturaleza neutra en todo el intervalo de pH de los dos fungicidas
objeto de estudio, metalaxil y benalaxil, se pensé en la posibilidad de emplear
ciclodextrinas cargadas que confirieran movilidad a los compuestos y que permitieran
discriminar quiralmente los enantiémeros de los dos fungicidas estudiados. Por ello, se
seleccionaron una serie de ocho ciclodextrinas de naturaleza anidnica, a una concentracion
inicial de 15 mM: CM-3-CD, CM-y-CD, succ-B-CD, succ-y-CD, HS-B-CD, HS-y-CD, CE-f-
CD y CE-y-CD. Por otra parte y con el fin de poder comparar la influencia de la
naturaleza del tampoén de separacion, se emplearon dos tampones diferentes con cada una
de las CDs estudiadas, uno de naturaleza inorganica (borato 50 mM, pH 8.5) y otro de

naturaleza orgénica (MES 50 mM, pH 6.5). De los dos tampones de separacion ensayados,
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cuando se empled el tampén borato Unicamente se consiguié la separaciéon de los
enantiémeros de metalaxil a linea base en presencia de dos CDs (CM-B-CD y succ-p-CD),
mientras que no fue posible separar los enantiémeros de benalaxil con ninguna CD. Sin
embargo, el empleo de un tampén MES, ademas de permitir la resolucién enantiomérica
de metalaxil y benalaxil en un mayor niimero de casos, mejoré en general las resoluciones
quirales obtenidas en comparacién con las obtenidas con tampoén borato, debido
fundamentalmente a que favorece la solubilizacién de ambos compuestos en disolucién
acuosa, observandose con el mismo ademads, una mejora en la forma de los picos
obtenidos en todas las condiciones experimentales ensayadas. En el caso concreto de
metalaxil, se observé que con un tampén MES, las dos tinicas CDs que dieron lugar a
resoluciones enantioméricas superiores a linea base fueron succ-y-CD y HS-y-CD. Sin
embargo, la movilidad de esta tltima CD hacia el 4nodo era tan elevada que los tiempos
de analisis obtenidos aumentaban considerablemente en comparacién con los obtenidos
con la succ-y-CD en las mismas condiciones experimentales, por lo que se seleccioné esta
CD. Para benalaxil fueron tres las CDs que produjeron una separacién quiral superior a
linea de base, CM-B-CD, CM-y-CD y succ-p-CD. A pesar de que todas ellas
proporcionaron resoluciones quirales buenas (entre 3.8 y 12.8) en tiempos de andlisis muy
semejantes (~18 min), se eligi6 la succ-B-CD por ofrecer en este caso una discriminacién

enantiomérica mucho mas elevada (Rs 12.8) que las otras dos.

Una vez seleccionada la CD mas adecuada para la separacion enantiomérica de cada
uno de los fungicidas, se estudi6 la posibilidad de separar ambos compuestos
simultdneamente combinando en el BGE las dos CDs seleccionadas, sin embargo, no se
pudo alcanzar el objetivo deseado y por ello se decidi6 desarrollar dos métodos

individuales.

A continuacion, se procedi6 a optimizar algunas variables experimentales que podrian
mejorar de forma significativa la resolucion quiral obtenida para ambos fungicidas. Asi, se
optimizaron de forma individual variables como la concentracién de CD o el tiempo de
inyeccion con el fin de mejorar la forma de los picos y no perder resoluciéon quiral. De este

modo, se establecieron las condiciones 6ptimas para cada uno de los compuestos. Para
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metalaxil se eligieron las siguientes condiciones experimentales: capilar 50 pm x 50 cm
(58.5 cm 1.t.), BGE: succ-y-CD 15 mM en tampén MES 50 mM (pH 6.5) con urea 2M, 15°C,
30 kV, inyeccién hidrodindmica 25 mbar x 3s, longitud de onda de deteccion UV: 210+2
nm (sin referencia). En estas condiciones, se obtuvo la separaciéon de los dos enantiémeros
de metalaxil en un tiempo de analisis de 11.5 min y con una resolucién de 3.1, lo que
supone una gran mejora con respecto a los dos métodos de CE publicados hasta el
momento para la separacién quiral de este fungicida, donde la mayor resoluciéon obtenida
era de 1.68 en 19 min. Para benalaxil las condiciones experimentales seleccionadas como
6ptimas fueron: capilar 50 pm x 50 cm (58.5 cm Lt.), BGE: succ-f-CD 5 mM en tampén
MES 50 mM (pH 6.5) con urea 2M, 15°C, 30 kV, inyeccién hidrodinamica 25 mbar x 3s,
longitud de onda de detecciéon UV: 210+2 nm (sin referencia). En estas condiciones, se
obtuvo la separaciéon de los enantiomeros de benalaxil en un tiempo de andlisis de 7.5
min y con una resolucién de aproximadamente 15 constituyendo ésta la primera

separacion chiral de benalaxil en el formato de la CE.

Debido a la comun presencia del fungicida folpet en aquellos productos comerciales
que contienen como principio activo metalaxil y/o benalaxil, se decidi6 estudiar la
aplicabilidad de los dos métodos desarrollados a la separacién simultanea de los
enantiémeros de metalaxil o benalaxil y el folpet. En las condiciones experimentales
6ptimas para cada compuesto se obtuvo la separaciéon simultanea de los enantiémeros de
metalaxil y el folpet en un tiempo de 12.5 min y la de los enantiémeros de benalaxil y el
folpet en un tiempo de 10.5 min. Si se comparan los resultados obtenidos solo para los
fungicidas quirales y para la mezcla de estos con folpet, se puede concluir que la presencia
de folpet no afecta de manera apreciable a ninguna de las separaciones quirales, es decir,
no se modifican practicamente ni los tiempos de migraciéon de los enantiémeros de
metalaxil y benalaxil, ni las resoluciones quirales previamente obtenidas para ambos
compuestos en ausencia de folpet siendo los tiempos de analisis totales similares a los

obtenidos previamente para los fungicidas solos.

Posteriormente, se evaluaron las caracteristicas analiticas de los dos métodos en

términos de linealidad, LODs y LOQs, precision, selectividad y exactitud, con el fin de
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aplicarlos a la determinacién de los enantiémeros de ambos fungicidas en formulaciones
comerciales y a la determinacién del porcentaje de impureza enantiomérica de metalaxil
en productos etiquetados como enantioméricamente puros. Se obtuvieron valores
adecuados para todos los pardmetros estudiados y un LOD inferior a 4.2 mg/L para los
enantiémeros de metalaxil e inferior a 5.6 mg/L para los enantiémeros de benalaxil y se
confirmé la ausencia de interferencias de matriz para las tres muestras comerciales
analizadas. De esta manera, y mediante el método de calibrado del patrén externo se
procedi6 a la determinacién de metalaxil-M, benalaxil y folpet en diversas formulaciones
comerciales (dos muestras metalaxil-M + folpet, una muestra benalaxil + folpet). Los
valores de concentraciéon determinados para los productos comerciales solo se
correspondieron con los etiquetados en el caso del fungicida benalaxil. En el caso de las
dos muestras comerciales que contenfan metalaxil-M, se obtuvieron valores por encima
del contenido etiquetado en ambas muestras (entre un 35 y un 45 % superiores).
Finalmente, en el caso de folpet se obtuvieron siempre valores de concentracién mucho

menores que los valores etiquetados.

Por otro lado, hay que destacar que en las formulaciones comerciales etiquetadas como
enantioméricamente puras en metalaxil-M se pudo observar un pequefio pico
correspondiente a la impureza enantiomérica (S-metalaxil). Sin embargo, la determinacién
de las impurezas enantioméricas requiere de métodos analiticos més sensibles que el
desarrollado hasta el momento. Por este motivo, se procedi6é a mejorar la sensibilidad del
método quiral para metalaxil aplicando la técnica de preconcentracién por acumulacién
de muestra (sample stacking). De este modo, la cantidad de muestra que puede ser
inyectada sin perder resolucion aumenta y se mejora la sensibilidad del método. Mediante
la preparacién de la muestra en una mezcla BGE:agua 50:50 v:v, en lugar de en MeOH
como hasta el momento, se pudo pasar de una inyeccién de 25 mbar x 3s a una de 25 mbar
x 10 s lo que supuso un aumento en la sensibilidad del método en un factor de tres. A
continuacion, se evalué el nuevo método en los mismos términos citados anteriormente
obteniéndose valores adecuados para todos los parametros estudiados. En cuanto a los

limites de deteccién (1.2 mg/L), decir que esta estrategia permitié detectar impurezas de
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S-metalaxil de hasta un 1.2 % con respecto al pico mayoritario, lo que fue suficiente para
poder determinar el porcentaje de impureza en las dos formulaciones comerciales citadas.
El analisis de las mismas demostr6 que ambos productos contenian impurezas

enantioméricas del 4y 5 %.

Los resultados obtenidos en este capitulo se recogen en los siguientes articulos

cientificos:

Articulo 3

“Enantiomeric separation of cis-bifenthrin by CD-MEKC: Quantitative analysis in a commercial
insecticide formulation”

V. Pérez-Fernandez, M.A. Garcia, M.L. Marina

Electrophoresis 31 (2010) 1533-1539.

Articulo 4

“Chiral separation of metalaxyl and benalaxyl fungicides by electrokinetic chromatography and
determination of enantiomeric impurities”

V. Pérez-Fernandez, M.A. Garcia, M.L. Marina

Journal of Chromatography A 1218 (2011) 4877-4885.
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Enantiomeric separation of cis-bifenthrin by
CD-MEKC: Quantitative analysis in a
commercial insecticide formulation

The first CE method enabling the enantiomeric separation of the synthetic pyrethroid cis-
bifenthrin (BF) was developed in this work. CD-MEKC was the CE mode employed for
this purpose. The influence of several experimental parameters such as temperature,
voltage, type and concentration of surfactant (chiral and achiral) and CD was investi-
gated. The use of the bile salt sodium cholate at a concentration of 100 mM in the
presence of 20 mM heptakis (2,3,6-tri-O-methyl)-B-CD enabled the separation of cis-BF
enantiomers in less than 10 min and with a resolution of 2.8. The analytical character-
istics of the developed methodology were evaluated allowing its application to the

quantitation of cis-BF in a polyvalent commercial insecticide formulation.

Keywords:

Bile salts / CDs / Cis-bifenthrin / MEKC / Pyrethroids

1 Introduction

Separation of chiral compounds in biological, pharmaceu-
tical and environmental control has become a challenging
topic of research [1, 2]. In the environmental field, pollution
as a consequence of the great amount of pesticides used per
year over the world, is an intricate problem nowadays.
Although the monitoring of these pollutants is essential,
most methods available do not distinguish between
enantiomers [3]. Pesticides in general and especially
insecticides are considered the most important group of
pollutants. About 25% of them are chiral and this fact has
important implications both in their biological activity and
degradation patterns [1]. Although the enantiomers of a
compound have identical physical-chemical properties, they
may behave enantioselectively in biological processes such
as uptake, metabolism and excretion [4-6]. Furthermore,
apart from the different activities linked to the different
enantiomers, they are often degraded at different rates [7, 8].
Therefore, the search of new and effective methods to
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Ctra. Madrid-Barcelona Km. 33.600, 28871 Alcala de Henares
(Madrid), Spain
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Abbreviations: Ac, corrected peak areas; BF, bifenthrin;
DM-$-CD, heptakis (2;6-di-O-methyl)--CD; DS, degree
of substitution; SC, sodium cholate; SDC, sodium
deoxycholate; STDC, sodium taurodeoxycholate; TM-$-CD,
heptakis (2,3,6-tri-O-methyl)-3-CD
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resolve enantiomeric mixtures and control the production
processes of these chemicals is of great importance.

Pyrethroids are synthetic pesticides obtained from the
modification of natural pyrethrins to improve their biologi-
cal activity and stability [9]. They are widely used for the
control of insects in agriculture and around households.
With the restrictions in the use of other insecticides
such as organophosphorous or carbamates, pyrethroids
have become the most extended insecticides in the world
especially due to their low toxicity for mammals [10].
However, pyrethroids posses a significant environmental
concern because of their high acute toxicity for fish and
aquatic invertebrates, with median lethal concentration
lower than 1 ppb against some organisms [11]. The property
of having one to three chiral centers makes them the
family of pesticides with one of the highest chirality [12].
Since the enantiomers of pyrethroids can present different
insecticide activity, toxicity against aquatic invertebrates and
persistence in the environment [13], the development of
adequate chiral analytical methodologies enabling the
enantiomeric determination of pyrethroids is of great
interest.

Bifenthrin (BF) ((2-methyl-3-phenyl-phenyl) methyl-
3-[(Z)-2-chloro-3,3,3-trifluoro-prop-1-enyl]-2,2-dimethyl-cyclo-
propane-1-carboxylate), is an ester pyrethroid [14] classified
in the “fourth generation” of pyrethroids according to the
development time [15]. Although it contains two chiral
centers and so four stereoisomers, only the cis diastereomers
are employed in commercial formulations due to their
higher insecticide activity compared with the trans ones [16].

Chiral determination of cis-BF has a great interest
due to the following reasons. First, the toxicity of cis-BF
against aquatic invertebrates was demonstrated to be
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enantioselective with the toxicity mainly residing in the 1R,
cis-BF enantiomer [17-19]. In fact, regression of the survival
rate of Ceriodaphnia dubia neonates with the initial pesticide
concentration gave median lethal concentration values of
0.079 and 1.342 mg/L for 1R, cis-BF and 1S, cis-BF, respec-
tively, suggesting the difference in the measured toxicity
that 1R, cis-BF was probably the only isomer in cis-BF
causing toxicity to Ceriodaphnia dubia [20, 21]. Second, after
pesticide application, one of the enantiomers is faster
degraded. In the case of BF, the most toxic enantiomer (1R,
cis-BF) is also the most persistent in soil, sediments and
water [18, 22, 23]. Taking into account that the insecticide
activity is similar for the 1R and 1S enantiomers of cis-BF,
the use of the racemic mixture is illogic, so commercial
formulations elaborated with the pure enantiomer should be
employed making necessary the development of chiral
analytical methodologies for quality control.

Separation of the enantiomers of cis-BF has been
achieved by HPLC [17, 21, 22, 24, 25] and GC [20, 23, 26, 27
showing the interest in the development of chiral methods
for the analysis of this insecticide. When using HPLC,
different types of chiral columns based on cellulose (Chir-
alcel OD-H), naphthyl-glycine (Sumichiral OA-2500), and
terguride (non-commercial) were tested. In some cases, low
analysis times were achieved (12 min) [21], while in others
longer analysis times were required to obtain quite good
chiral resolutions (18 min, Rs 3.0) [17]. Only in one of the
works reported, the developed method was applied to the
determination of cis-BF in a real sample (soil) using a self-
made terguride-based chiral column [24]. GC has been more
applied to the determination of the enantiomers of cis-BF in
real samples. In all the articles published the same type of
B-CD based chiral column was employed (BGB 172) by
changing the temperature program employed in the
separation of this pyrethroid that was achieved in times
greater than 56 min. Water [23], soil, sediments [26] and
biological samples [20] were analyzed using a previous
preconcentration strategy (solid phase microextraction and
liquid-liquid extraction with different solvent mixtures)
[12, 22, 23] to adequate the insecticide levels to the separa-
tion technique.

CE has proven to be a powerful alternative to chroma-
tography to achieve chiral separations due to its simplicity
(no chiral columns are needed), low consumption of sample
and solvents and applicability to a wide range of compounds
using the same instrument and in most cases the same
capillary changing only the composition of the BGE [28].
Furthermore, shorter analysis times and higher resolutions
can be obtained with CE compared with HPLC or GC.
However, in spite of the potential of CE for chiral separa-
tions, no references have been found related to the enan-
tiomeric separation of cis-BF.

The purpose of this work was the development of a
rapid and simple method for the separation of the enan-
tiomers of cis-BF by CD-MEKC using neutral CDs and
anionic micelles and its application to the quantitation of
cis-BF in a polyvalent commercial insecticide formulation.

© 2010 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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2 Materials and methods
2.1 Reagents and samples

All reagents employed for the preparation of BGEs were of
analytical grade. Boric acid and urea were supplied from
Fluka (Buchs, Switzerland), bile salts (sodium cholate (SC),
sodium deoxycholate (SDC), sodium taurocholate, sodium
taurodeoxycholate (STDC)) were from Sigma Aldrich (St.
Louis, MO, USA). Sodium hydroxide and SDS were from
Merck (Darmstadt, Germany) and methanol was purchased
from Scharlab (Barcelona, Spain). Water used to prepare all
solutions was purified in a Milli-Q system from Millipore
(Bedford, MA, USA). o-CD, B-CD, methyl-B-CD (degree of
substitution (DS), average number of substituents on one
CD ring ~1.6-2), heptakis (2,3,6-tri-O-methyl)-B-CD
(TM-B-CD) and sulfated-p-CD (DS~12) were supplied from
Fluka. y-CD, 2-hydroxypropyl-y-CD (DS~4.5+1), acetyl-y-
CD (DS~7-8), methyl-y-CD, acetyl-B-CD (DS~7-8), 6-
monodeoxy-6-monoamino-f-CD (DS~1), carboxymethyl-B-
CD (DS~3.5) and carboxymethyl-y-CD (DS~3.5) were from
Cyclolab (Budapest, Hungary). Heptakis (2,6-di-O-methyl)-
B-CD (DM-B-CD, DS~14-17) and hydroxypropyl-B-CD
(DS~0.6) were from Sigma.

Cis-BF was supplied from Sigma Aldrich as a racemate
and this fact was checked in this work by measuring the
optical rotation using a 341 Polarimeter (Perkin Elmer,
Fremont, CA, USA). The structure of the enantiomers of
this pyrethroid is shown in Fig. 1. The commercial poly-
valent insecticide formulation was acquired in an agro-
chemical shop in Alcald de Henares (Madrid, Spain). A 0.2%
(p/v) content of cis-BF was indicated on the label of this
product.

2.2 Apparatus

A HP?PCE system from Agilent Technologies (Palo Alto,
CA, USA) with a diode array detector was employed for the
experiments. Instrument control and data acquisition were
performed with the HP*PCE ChemStation software. Separa-
tions were performed on an uncoated fused-silica capillary
of 50um id (375um od) with a total length of 50cm
(58.5cm to the detector) purchased from Polymicro
Technologies (Phoenix, AZ, USA). UV detection was
performed at 210+2nm. A pH-meter model 744 from
Metrohm (Herisau, Switzerland) was used to adjust the pH
of the separation buffers. All the solutions were degassed in
an ultrasonic bath Ultrasons-H from ].P. Selecta (Barcelona,
Spain).

2.3 Procedure
Before first use, the new capillary was rinsed with methanol

for 5min, 1M NaOH for 30 min, followed by 5min with
water and finally 60 min with the separation buffer at 15°C.
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15, 35-Bifenthrin 1R, 3R-Bifenthrin
0 CHy =
FiCs, CH?.\-\*I‘kO/CW & H,, CHy M
-\ = /?YO
H H FiC ™ =
?\ = o o |
CH Figure 1. Structure of the two
g ’ CHs NF er?antiomers of cis-BF.
The capillary was rinsed between runs with 4 min water, lapping of the confidence intervals of the slopes of both
2min 0.1 M NaOH and 4 min BGE. At the end of each day calibration methods was demonstrated, no statistically
the capillary was rinsed with 5min water, 5min 0.1 M significant differences between the slopes were obtained;
NaOH and 5 min water. The capillary ends were maintained hence the matrix did not produce systematic errors. The
all the night submerged in Milli-Q water. second method employed the t-test for comparison of two
Running buffers were prepared by dissolving the calibration curves. If the p-value was up to 0.05 (for a
appropriate amount of boric acid in Milli-Q water and confidence level of 95%) it was considered that there were
adjusting the pH to the desired value with 1 and 0.1 M no significant differences between calibration curves.
NaOH. The final volume was adjusted by adding Milli-Q Experimental data analysis and composition of graphs
water to get the desired buffer concentration (100 mM). were carried out using Excel Microsoft Office 2007, Stat-
BGEs were prepared by dissolving the appropriate amount graphics Plus 5.1 and Origin Pro 7.5 software.

of different CDs, surfactants and urea in the running buffer.
Stock standard solutions of cis-BF were prepared by

dissolving the appropriate amount of the compound in 3 Results and discussion

methanol up to a final concentration of 2000 mg/L. To

prepare the working solutions, different aliquots were dilu- 3.1 Development of a chiral analytical methodology

ted in methanol to obtain concentrations of cis-BF between for cis-BF by CD-MEKC

20 and 300mg/L of racemate for the calibration by the

external standard method. For the optimization of the Due to the low solubility in water of pyrethroids in general

enantiomeric separation of cis-BF a 200 mg/L standard and of cis-BF in particular (log Py = 7.3) (http://sitem.herts.

solution was employed. These samples were new prepared ac.uk/aeru/footprint/), several approaches were employed to

every 20 days to avoid the possible degradation of the try the solubilization of this compound in the BGE

analyte. employed to achieve its chiral separation before using
To prepare the commercial formulation for its analysis, micelles, that involve a more complex separation mechan-

an appropriate volume of product was diluted in methanol ism. First, the possibility of using charged CDs was

to obtain a concentration of approximately 200 mg/L investigated. Three anionic CDs (carboxymethyl-B-CD,

considering the labeled amount. carboxymethyl-y-CD and sulfated B-CD) and a cationic one
All the solutions were stored at 4°C in the dark and they were tested (6-monodeoxi-6-monoamine-B-CD) using a

were filtered with a Nylon 0.45 pm pore size filter from 15mM concentration in 100 mM borate buffer (pH 8.0),

Titan (Eatontown, NJ, USA) before their injection in the CE with a separation voltage of 20kV, a temperature of 20°C

system. and hydrodynamic injection (50 mbar x 2 s). However, none

of these CDs enabled the solubilization of the analyte,
neither alone nor mixed with urea (2 and 5 M). In fact, no

2.4 Data treatment peak was observed when injecting the standard solution in
the electrophoretic system due to the precipitation of the

The values of areas, migration times and resolution were compound in the capillary. Furthermore, the continuous
obtained using the ChemStation software. For data treat- current cut observed indicated that the obstruction of the
ment corrected peak areas (Ac) were used to compensate the capillary happened. Second, the addition of different organic
differences in the electrophoretic conditions of each analyte modifiers (methanol, ACN, propan-2-ol and dimethylforma-
and to obtain better reproducibility of data [29]. LODs (3.29 mide) in percentages between 10 and 50% instead of urea
sg/b) and LOQs (10 s,/b) for each enantiomer were under the same conditions was also tried. The large volumes
determined from the calibration curve using the standard of organic modifiers necessary to solve the studied
error of the intercept (s,) and the slope (b) [30]. compound derived in instrumental problems as the break-
The presence of matrix interferences was investigated age of the capillary. Finally, the possibility of adding

by two different methods. The first one consisted in the surfactants below but near their CMC was considered.
comparison of the confidence interval of the slopes obtained Under these conditions, micelles are not formed and then
when using the external standard calibration method and surfactants are not considered forming a pseudophase but
the standard additions calibration method. If the over- they could help in the solubilization of the analyte due to the
© 2010 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim www.electrophoresis-journal.com
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characteristics of surfactants and the premicellar systems
present near the CMC. Nevertheless, the results obtained
showed that the addition of SDS at concentrations lower
than its CMC (8 mM) did not facilitate the solubilization of
cis-BF in the BGE. As a consequence of these previous
results, CD-MEKC was chosen as separation mode to
achieve the enantiomeric separation of cis-BF.

The first step and probably the most important one in
the development of a CD-MEKC methodology is the selec-
tion of the most adequate combination of CD and micelles.
Taking into account that cis-BF is neutral in all the pH
range, the use of a pseudophase confering an electro-
phoretic mobility to the analyte was necessary. For this
reason, several anionic surfactants, both chiral (bile salts:
SC, SDC, sodium taurocholate, STDC) and non-chiral
(SDS), were tested alone (only bile salts) or in combination
with different neutral CDs (acetyl-y-CD, acetyl-B-CD,
2-hydroxypropyl-y-CD, DM-B-CD, methyl-y-CD, methyl-p-
CD, hydroxypropyl-B-CD, TM-B-CD, o-CD, B-CD and y-CD).
In all these experiments, the surfactant was at a 50 mM
concentration, the CD at a 15mM concentration and a
100 mM borate buffer (pH 8.0) containing 2 M urea was
employed using a separation voltage of 20 kV, a temperature
of 15°C and a 200 mg/L concentration of a racemic cis-BF
standard solution. The value of 15 °C was chosen in these
experiments due to the observed increase in the chiral
resolution when decreasing the temperature for many
compounds [31]. Also, the use of urea under these condi-
tions was observed to improve the solubilization of cis-BF in
the BGE and also peaks shape. Only in two cases some
chiral discrimination was observed for cis-BF: with the
mixture SDC/DM-B-CD (Rs 1, analysis time 12.5 min) and
with the mixture SC/TM-B-CD (R 1.3, 12.0 min). Although
according to literature deoxi forms of bile salts (SDC and
STDC) usually show a better behavior and selectivity with
highly hydrophobic solutes [32], this behavior was not
observed for cis-BF. With respect to SDS, the use of this

Electrophoresis 2010, 31, 1533-1539

surfactant in combination with the CDs studied
did not produce any chiral separation. The chiral
discrimination observed when using chiral surfactants such
as SDC or SC may be justified taking into account
the chiral character of bile salts that could interact
with the CDs producing a synergic effect enabling the
chiral discrimination of cis-BF. Taking into account
the results obtained, the combination SC/TM-B-CD was
chosen and other experimental parameters were optimized
to improve the shape of the peaks and the resolution
obtained.

It is known that the concentration of the chiral selector
affects the affinity of the enantiomers for it [33]. In this
work, the influence of the concentration of SC and TM-B-CD
was investigated in the range from 25 to 100 mM for SC and
from 10 to 20 mM for TM-B-CD. The best results were
obtained for concentrations of SC of 50 and 100 mM so only
these two SC concentrations are represented in Fig. 2. As
this figure shows, for a constant concentration of TM-B-CD
the increase in the concentration of SC produced both an
increase in the resolution and in the migration times. For a
given concentration of SC, an increase in the concentration
of TM-B-CD produced an increase in the chiral resolution
and a decrease in the migration times. As a compromise
between resolution and analysis time, 100mM SC with
20mM TM-B-CD were chosen. Under these conditions
(100 mM SC with 20 mM TM-B-CD in a 100 mM borate
buffer (pH 8.0) with 2 M urea, a temperature of 15°C and
hydrodynamic injection (50 mbar x 2s)) the possibility of
increasing the voltage of separation to reduce the analysis
time was investigated. The influence of the applied voltage
was investigated in the range 20-30kV. Results are shown
in Fig. 3A. Although at 30 kV the resolution obtained for the
enantiomers of cis-BF (Ry 2.8) was worse than for lower
separation voltages, 30kV was chosen to achieve the
separation in less time (9.2 min) with an acceptable current
intensity (54 HA).

50 mM SC 100 mM SC
30
28 - : |
mAU 6 3 ] :
24 :
ol e I i e 20 mM TM-E-CD
18 :
16 1 g i
14 :
12 : |
104 = —— A — 15 mM TM-3-CD  Figure 2. Chiral separation of racemic cis-
8] : i BF (200 mg/L) using different concentra-
1 tions of SC (50 and100 mM) and TM-B-CD
67 (10, 15 and 20 mM) in 100 mM borate buffer
47 \ (pH 8.0) containing 2 M urea. Experimental
21 SRR e ‘- 10 mM TM-B-CD  conditions: uncoated fused-silica capillary
0+ 50 um id x 50 cm (58.5cm to the detector),
2 T T T 1 injection by pressure at 50 mbar x 2s,
10 15 20 25
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applied voltage 20kV, temperature 15°C
and UV detection at 210+2 nm.
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Using 20mM of TM-B-CD with 100mM SC in a
100mM borate buffer (pH 8.0) containing 2M urea at
30kV, the variation of the enantiomeric resolution and the
migration times for cis-BF enantiomers as a function of the
temperature was investigated in the range 15-25°C. The
results obtained are shown in Fig. 3B. A clear increase in
resolution can be observed when decreasing the tempera-
ture. This fact can be attributed to the increase in the
stability of chiral selector-analyte complexes when the
temperature decreases [31]. As a consequence, 15°C was
considered the optimum temperature value. Figure 4A
shows the separation of cis-BF enantiomers from a standard
solution under the optimized conditions in less than 10 min
and with a resolution of 2.8.

3.2 Analytical characteristics of the chiral method
In order to apply the chiral methodology developed to the

quantitative analysis of cis-BF enantiomers in a commercial
formulation, the analytical characteristics of the method

20 132
—@— Rs
184 ==t (min)
131
164
£ 303
£ 14 Pa
12 129
10
128
8 : : : : : .
20 22 24 26 28 30
V (kV)
B s 3.0
—e-Rs
9.0 —O— t(min) 7 28
426
8.5
'/g\ el
=
£ 1247
8.0
422
75
420
7.0 T T T T T
14 16 18 20 22 24 26
T(C)

Figure 3. Variation of the enantiomeric resolution and analysis
time for cis-BF (200 mg/L) as a function of (A) separation voltage
and (B) working temperature using 20mM TM-B-CD with
100 mM SC in 100 mM borate buffer (pH 8.0) with 2M urea.
Other experimental conditions: uncoated fused-silica capillary
50 um id x 50 cm (58.5 cm to the detector), injection by pressure
50 mbar x 2s and UV detection 210+2 nm.
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Figure 4. Electropherograms corresponding to the separation of
cis-BF (A) in a standard solution of 200 mg/L and (B) in a
polyvalent commercial insecticide formulation solution with a
concentration of approximately 200 mg/L (according to the label
of the product) prepared in methanol using 100 mM SC with 20
mM TM-B-CD in 100 mM borate buffer (pH 8.0) with 2 M urea.
Experimental conditions: uncoated fused-silica capillary 50 um
idx50cm (58.5cm to the detector), injection by pressure
50 mbar x 2s, applied voltage 30kV, temperature 15°C and UV
detection 210+2 nm.

were evaluated in terms of linearity, LODs, LOQs, precision,
selectivity and accuracy. The results obtained are grouped in
Table 1.

Linearity was determined by plotting the Ac as a func-
tion of the cis-BF concentration in mg/L. Six standard
solutions containing racemic cis-BF from 20 to 500 mg/L
were prepared individually during three different days and
each one injected by triplicate in the CE system. Plotting the
values obtained allowed establishing the linear range
between 10 and 150 mg/L for each enantiomer (between 20
and 300 mg/L for the racemate). Table 1 presents the linear
equation for each enantiomer as well as the standard errors
for the intercept (s,) and the slope (s;) and the correlation
coefficient (r). Moreover, ANOVA confirmed through the
p-values (0.8216 and 0.8701 for the first and the second
migrating enantiomers, respectively) the data fit to linear
models for both enantiomers.

LODs and LOQs for cis-BF enantiomers were calculated
from the calibration line using the equations described in
Section 2. For the first migrating enantiomer a LOD of
48mg/L and a LOQ of 14.6 mg/L were obtained. The
corresponding LOD and LOQ values for the second
migrating enantiomer were 3.9 and 11.8 mg/L, respectively
(see Table 1).

Precision of the method was evaluated as instrumental
repeatability and intermediate precision. Instrumental
repeatability was determined from six repeated injections of
a standard solution of 200 mg/L racemic cis-BF. RSD values
(%) obtained were lower than 2.2% for corrected peak areas
and lower than 0.8% for migration times. Intermediate
precision determined by injecting a 200 mg/L solution of
racemic cis-BF in triplicate during three consecutive days

www.electrophoresis-journal.com



1538 V. Pérez-Fernandez et al.

Table 1. Analytical characteristics of the developed method
for the enantiomeric separation and determination of

cis-BF
Analytical First-migrating Second-migrating
characteristics enantiomer enantiomer
Precision (RSD)
Instrumental repeatability (n = 6)
Ac, RSD (%) 22 1.9
t RSD (%) 0.7 08
Intermediate precision (n=9)
Ac, RSD (%) 6.3 39
t RSD (%) 20 2.1
Linearity
Linear range (mg/L) 10-150 10-150
Linear equation 0.0448x+0.0437 0.0447x+0.0230
Standard errors s, = 0.0656 s,=0.0528
sp = 0.00078 s, = 0.00062
Correlation coefficient () 0.9991 0.9997
b+t-s, 0.0448 +0.0025 0.0447 +0.0020
p-Value of ANOVA 0.8216 0.8701
LOD (mg/L) 438 39
L0Q (mg/L) 14.6 11.8
Accuracy
Mean recovery (%) 100+6 98+7
Study of matrix interferences
p-Value of t-test 0.093 0.113

gave RSD values measured for corrected peak areas and
migration times lower than 6.3 and 2.1%, respectively (see
Table 1). Intermediate precision was also determined for
lower and higher concentrations (50 and 300 mg/L race-
mate). RSD values lower than 2.7 and 7.0% were obtained
for migration times and corrected peak areas for the stan-
dard solution of 50 mg/L while for the 300 mg/L standard
solution RSD values were about 10.8 and 13.0%,
respectively.

The selectivity of the method for the determination of
cis-BF enantiomers in the commercial sample was demon-
strated due to the absence of interferences in the separation
of the enantiomers (see Fig. 4B). Also, the slopes of the
calibration lines obtained by the external standard and the
standard additions methods were compared. The standard
additions calibration curve was obtained by spiking the
commercial sample (total concentration 150 mg/L) with
known concentrations of cis-BF (15, 30, 50 and 75 mg/L of
each enantiomer) covering a range from 150 to 300 mg/L of
racemate. The comparison of the confidence intervals for
slopes obtained by this calibration method (0.0397 +0.0119
for the first migrating enantiomer and 0.0384 +0.0147 for
the second migrating enantiomer) and by the external
standard calibration method (0.0448+0.0025 for the first
migrating enantiomer and 0.044740.0020 for the second
migrating enantiomer) did not show statistically significant
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differences at a confidence level of 95%. Moreover, the
results for the p-value obtained by the t-test were over 0.05,
also showing that there were not statistically significant
differences between the slopes obtained by the two calibra-
tion methods. These results demonstrated the absence of
matrix interferences, enabling the use of the external stan-
dard calibration method to achieve the quantiation of cis-BF
enantiomers in the commercial formulation.

Accuracy of the method was evaluated as the recovery
(%) obtained for cis-BF enantiomers when a commercial
formulation solution (75mg/L for each enantiomer) was
spiked with known concentrations (15, 30, 50 and 75 mg/L)
of each cis-BF enantiomer. Mean recovery values obtained
for cis-BF in the commercial formulation analyzed were
100+ 6 for the first migrating enantiomer and 98 +7 for the
second migrating enantiomer.

3.3 Quantitative determination of cis-BF
enantiomers in a polyvalent commercial
insecticide formulation

The chiral developed method was applied to the analysis of a
polyvalent commercial insecticide formulation by injecting
a diluted sample of this product containing cis-BF at a
concentration of approximately 200 mg/L (Fig. 4B).

The average concentration of cis-BF enantiomers deter-
mined in the insecticide formulation analyzed together with
their confidence intervals at a 95% confidence level (n = 3)
were 1060439 and 1017+49mg/L for the first and the
second migrating enantiomers, respectively. There were not
statistically significant differences between the concentra-
tions determined for the two enantiomers according to the
use of a racemic mixture in the commercial formulation. In
addition, statistically significant differences were not
observed Dbetween the total concentration determined
(2077 +89 mg/L and the labeled content (2000 mg/L).

4 Concluding remarks

The first CE methodology enabling the enantiomeric
separation of cis-BF has been developed in this work. CD-
MEKC using 100 mM SC as surfactant in combination with
20mM TM-B-CD in a 100 mM borate buffer (pH 8.0) with
2M wurea, with a separation voltage of 30kV and a
temperature of 15°C enabled the separation of cis-BF
enantiomers in an analysis time of 9.2min and with a
resolution of 2.8. Analytical characteristics of the method
were evaluated and considered adequate to achieve the
quantitation of cis-BF enantiomers in a polyvalent commer-
cial insecticide formulation. The proposed methodology is a
simple, rapid and non-expensive methodology with a high
potential to be applied in a near future to control the quality
of formulations elaborated as pure enantiomers that should
be employed in order to decrease the toxicity and persistence
of commercial insecticide formulations. However, this

www.electrophoresis-journal.com
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application would require the isolation of pure enantiomers
in order to establish their migration order and testing of
enantiomeric impurity detecting capability.
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The enantiomers of two acylamine fungicides (metalaxyl and benalaxyl) were separated by EKC using CDs
as chiral selectors. The use of 15 mM succinyl-y-CD for metalaxyl and 5 mM succinyl-3-CD for benalaxyl
dissolved in a 50 mM 2-morpholinoethanesulfonic acid buffer (pH 6.5), enabled the chiral separation of
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lg[e(réalaxyl in 7.5 min with a resolution close to 15. Under these conditions, the two enantiomers of each of the chiral

compound studied were also separated from folpet, very commonly present in fungicide formulations
containing metalaxyl or benalaxyl. The analytical characteristics of the two developed methods were
studied in terms of precision, linearity, selectivity, limits of detection (LODs) and limits of quantitation
(LOQs) showing their suitability for the determination of these compounds in commercial agrochemical
formulations. Finally, the development of an in-capillary preconcentration strategy allowed the detec-
tion of enantiomeric impurities up to 1.2% in commercial products labeled as enantiomerically pure in
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1. Introduction

The research around pesticides is a growing area in the field of
analytical chemistry perhaps due to the fact that every year new
pesticides are synthesized in order to achieve more effective prod-
ucts with a minor application rate [1]. In this sense, chirality plays
animportant role because it may have a great influence on the effec-
tiveness and toxicity of the pesticide. Furthermore, when chirality
is not considered and racemic compounds are employed, the use of
these products may suppose the emission of a 50-75% of unneces-
sary product [2]. Approximately a 25% of the existing agrochemicals
are chiral [3]. In some cases all the pesticide activity resides only in
one of the enantiomers being the rest of them partially or totally
inactive [4]. In addition, the biological response against non-target

Abbreviations: BGE, background electrolyte; Ac, corrected peak area; CE-f3-
CD, carboxyethyl-f-cyclodextrin; CE-y-CD, carboxyethyl-y-cyclodextrin; CM-[3-
CD, carboxymethyl-B-cyclodextrin; CM-y-CD, carboxymethyl-y-cyclodextrin; CD,
cyclodextrin; DAD, diode array detector; EKC, electrokinetic chromatography;
EOF, electroosmotic flow; LOD, limit of detection; LOQ, limit of quantitation;
LC50, median lethal concentration; MEKC, micellar electrokinetic chromatogra-
phy; MES, 2-morpholinoethanesulfonic acid; RLOD, relative limit of detection; SDS,
sodium dodecyl sulphate; succ--CD, succinyl-B-cyclodextrin; succ-y-CD, succinyl-
y-cyclodextrin.

* Corresponding author at: Department of Analytical Chemistry, Faculty of Chem-
istry, University of Alcald, Ctra. Madrid-Barcelona, Km. 33.600, 28871 Alcala de
Henares (Madrid), Spain. Tel.: +34 91 8854935; fax: +34 91 8854971.
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organisms may also differ a lot. Sometimes the enantiomers have
similar biological activity, others one of the enantiomers produces
a completely different biological response being for example much
more toxic, causing malformations or having a carcinogenic effect
[5,6]. This is why in order to contribute to risk reduction some of
the new pesticides are formulated to contain mainly the active
enantiomeric form. The use of enantiopure pesticides in place of
racemic products not only supposes lower application rates but also
reduces the amounts of pesticides released into the environment,
prevents deployment of an inactive isomer to the biosphere, and
thus reduces potential side-effects on non-target organisms [7].

From all the pesticides employed annually in Spain, approxi-
mately a 28% of them correspond to fungicide group [8]. Although
the number of different fungicide types is huge, the major informa-
tion about the role that chirality plays in their properties is focused
in conazole and amide group.

Metalaxyl [(R,S) methyl-N-(2-methoxyacetyl)-N-(2,6-xylyl)-
pL-alaninate] (see Fig. 1a) is an acylamine fungicides (included into
the amide group), being the most widely known member of this
group [9]. This fungicide, synthesized in 1977, is widely used to con-
trol plant diseases caused by pathogens of the Oomycota division,
in particular, against Phytophthora infestans and Phytium ultimum
[10]. Metalaxyl possesses two enantiomers with the same mode
of action, that is, both posses fungicidal activity [11]. However,
it has been proved that this activity mostly originates from the
R-enantiomer [12] being this one almost 1000 times more effec-
tive than the S-enantiomer [13]. Its toxicity against non-target
organisms has been demonstrated to be enantioselective. Acute
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Fig. 1. Structure of the two enantiomers of (a) metalaxyl, (b) benalaxyl and structure of (c) folpet.

toxicities of racemic metalaxyl and R-metalaxyl to Daphnia magna
were determined and compared by Chen and Liu [14]. The median
lethal concentration (LC50) values for racemic and R-metalaxyl to
Daphnia magna showed the clear difference in the toxicity of the
two enantiomers against this organism. The degradation of meta-
laxyl enantiomers in environment is also clearly enantioselective.
Once in environment enantiomeric relations usually change, due to
the microbial degradation observed in most samples. In this situa-
tion, for example in soils R-enantiomer of metalaxyl uses to show a
faster degradation [9,15-17] but this behavior might change with

the conditions of the soil analyzed (i.e. soil pH) [18]. In vegetable
samples the behavior is just the opposite than in soil and the S-
enantiomer showed a faster degradation [9]. The same degradation
pattern has also been studied through the formation of the cor-
responding metabolite during the process. The acid metabolite is
the main breakdown product, both for metalaxyl and metalaxyl-
M [19]. In sunflower plants metalaxyl was converted into its acid
metabolite with retention of configuration; in fact metalaxyl-M
was converted only into an R-acid metabolite without inversion
of configuration, so the formation of this metabolite can also be a
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way of monitoring the enantioselective degradation of metalaxyl
[13]. Finally, in rabbit tissues such as liver, plasma and kidneys a
more rapid degradation of S-metalaxyl has also been observed [20].

Benalaxyl [methyl-N-phenylacetyl-N-2,6-xylyl alaninate] (see
Fig. 1b) is a systemic fungicide belonging to the acylamine family,
with protective, curative and eradicant action [21]. It was first time
synthesized in 1981 with the aim of controlling Oomycetes, partic-
ularly fungi of the family Peronosporaceae [22]. Benalaxyl has one
chiral center in the alkyl moiety and so it has two different enan-
tiomers that have shown very different fungicidal, biological and
degradation patterns. In fact, it is known that as for metalaxyl, the
fungicidal activity is mainly residing in the R enantiomer, being the
S one almost inactive [23]. The degradation of racemic benalaxyl in
water, soils, and different plants is enantioselective. In this context,
S-benalaxyl showed a faster degradation in plants such as tomato,
tobacco, sugar beet and capsicum plants [24], while the R-benalaxyl
showed a faster degradation in soils [24,25]. Finally, for earthworm
in paper contact test, after 48 h of exposure, the calculated LC50
values of the R-form and S-form were 4.99 and 6.66 j.g/cm? respec-
tively, demonstrating the clear differences in the toxicity of the two
enantiomers against this non-target organism [26].

Usually, these two chiral fungicides are used in combination
with protectant type fungicides such as copper or folpet [27]. Folpet
[N-(trichloromethylthio)phthalimide] (see Fig. 1c) is a non chiral
compound relative to dicarboximide fungicide group.

The presence of these pesticides in foods is regulated. Thus,
the maximum residual levels (MRLs) [28] are between 0.05 and
10 mg/kg for metalaxyl (being 0.05 mg/kg for grain cereals, aspara-
gus, pea, potato, beet, sunflower seeds, soya and carrot and
10 mg/kg for hop and hot pepper), between 0.02 mg/kg (potatoes)
and 0.5 mg/kg (hot pepper and tomato) for benalaxyl, and 0.1 mg/kg
for potatoes and 50 mg/kg for lettuce for folpet.

Although different separation techniques have been employed
for the chiral separation of metalaxyl and benalaxyl, only two works
have been published by CE, both referred to the chiral separa-
tion of metalaxyl fungicide [16,29]. In the case of benalaxyl, to our
knowledge, no chiral separation has been performed employing
this separation technique. In the methods developed for metalaxyl
by CE, UV detection was employed and cyclodextins (CDs) were
employed as chiral selectors according to the high discrimination
power of these compounds to achieve enantiomeric separations
[30-34]. Thus, Jarman et al. [16] achieved the chiral separation of
metalaxyl enantiomers by micellar electrokinetic chromatography
(MEKC) employing sodium dodecyl sulphate (SDS) as surfactant
and 40 mM +vy-CD as chiral selector. However, baseline separation
was not achieved for this fungicide under the selected conditions.
Santilio and Dommarco [29] employed electrokinetic chromatog-
raphy (EKC) for the same purpose with succinyl--cyclodextrin
(succ-B-CD)as chiral selector allowing the enantiomeric separation
of metalaxyl in approximately 19 min with a resolution of 1.68.

The purpose of this work was the development of chiral methods
suitable for the determination of metalaxyl and benalaxyl enan-
tiomers in commercial samples and enabling the determination
of the selected fungicides in binary mixtures with folpet, another
fungicide very common in commercial formulations containing
metalaxyl or benalaxyl. Finally, an in-capillary preconcentration
strategy will be developed to detect minor enantiomeric impurities
in commercial agrochemical formulations labeled as enantiomeri-
cally pure in metalaxyl-M.

2. Materials and methods
2.1. Reagents and samples

All reagents employed for the preparation of background
electrolytes (BGEs) and samples were of analytical grade. Boric
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acid and urea were supplied from Fluka (Buchs, Switzerland),
sodium hydroxide and 2-morpholinoethanesulfonic acid (MES)
from Merck (Darmstadt, Germany) and methanol was pur-
chased from Scharlab (Barcelona, Spain). Water used to prepare
all solutions was purified in a Milli-Q system from Millipore
(Bedford, MA, USA). Carboxymethyl-B-CD (CM-3-CD, degree of
substitution (DS), average number of substituents on one CD
ring~ 3) and sulfated-B3-CD (DS~ 12) were supplied from Fluka.
Carboxymethyl-y-CD (CM-y-CD), carboxyethyl-y-CD (CE-y-CD),
carboxyethyl3-CD (CE-B-CD, DS~ 3), succinyl-y-CD (succ-y-CD),
succinyl-B-CD (succ-B-CD, DS ~ 3.5) and sulfated-y-CD were from
Cyclolab (Budapest, Hungary).

Standards of racemic metalaxyl, metalaxyl-M, racemic
benalaxyl, benalaxyl-M and folpet were supplied from Sigma
(St. Louis, MO, USA). The structure of the enantiomers of metalaxyl
and benalaxyl and the structure of folpet are shown in Fig. 1. The
commercial fungicide formulations were acquired in agrochemical
shops in Fuenlabrada (Madrid, Spain) and Haro (La Rioja, Spain).
Three commercial formulations were analyzed containing only
metalaxyl-M, metalaxyl-M with folpet and racemic benalaxyl
with folpet. According to the labeled data, sample 1 (liquid)
contains 465 mg/L of metalaxyl-M, sample 2 (solid) contains 4.8%
of metalaxyl-M and 40% of folpet and sample 3 (solid) contains 8%
of racemic benalaxyl and 50% of folpet.

2.2. Apparatus

A HP3PCE system from Agilent Technologies (Palo Alto, CA,
USA) with a diode array detector (DAD) was employed for the
experiments. Instrument control and data acquisition were per-
formed with the HP3PCE ChemsStation software. Separations were
performed in an uncoated fused-silica capillary of 50 wm i.d.
(375 pm o.d.) with a total length of 58.5cm (50 cm to the detec-
tor) purchased from Polymicro Technologies (Phoenix, AZ, USA).
UV detection was performed at 210+2nm. A pH-meter model
744 from Metrohm (Herisau, Switzerland) was used to adjust
the pH of the separation buffers. All the solutions were degassed
in an ultrasonic bath Ultrasons-H from ].P. Selecta (Barcelona,
Spain).

2.3. Procedure

Before first use, the new capillary was rinsed with methanol
for 5min, 1M NaOH for 30 min, followed by 5 min with water and
finally 60 min with the separation buffer at 15°C. After each run
the capillary was rinsed with 0.1 M NaOH for 2 min and with BGE
for 5min in order to maintain an adequate repeatability between
injections.

Running buffers were prepared by dissolving the appropriate
amount of boric acid or MES in Milli-Q water and adjusting the pH
to the desired value with 1 M and 0.1 M NaOH. The final volume was
adjusted by adding Milli-Q water to get the desired buffer concen-
tration. BGEs were prepared by dissolving the appropriate amount
of different CDs, and urea in the running buffer.

Stock standard solutions of racemic metalaxyl, metalaxyl-M,
racemic benalaxyl, benalaxyl-M and folpet were prepared by dis-
solving the appropriate amount of the compound in methanol
up to a final concentration of 2000 mg/L. To prepare the work-
ing solutions, different aliquots were diluted in methanol to obtain
concentrations of metalaxyl, benalaxyl and folpet between 20 and
400 mg/L (this concentration is referred to racemic mixture in the
case of metalaxyl and benalaxyl) for the calibration by the external
standard method. When the standard addition calibration method
was employed, different amounts of standard solutions of meta-
laxyl, benalaxyl and folpet were added to a commercial sample
of known concentration. For the optimization of the enantiomeric
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separation of metalaxyl and benalaxyl enantiomers a 200 mg/L
standard solution was employed. For the determination of enan-
tiomeric impurity of metalaxyl, working solutions were prepared
by diluting the appropriate amount of stock standard solution in a
mixture BGE:H,0 50:50 (v/v).

To prepare the commercial formulations for their analysis,
different procedures were followed depending on the physic
state of the sample. For solid samples (samples 2 and 3) the
appropriate amount of formulation was weighed (to obtain a
solution of approximately 2000 mg/L of chiral amide fungicide),
dissolved in methanol, and sonicated during 15min. To pre-
pare the liquid sample (sample 1) an appropriate volume of
product was diluted in methanol to obtain a concentration
of approximately 4000 mg/L of active ingredient (metalaxyl-M).
Working solutions were prepared by diluting these samples in
methanol or BGE:H,0 50:50 (v/v) to obtain a concentration of
approximately 200 mg/L of racemic benalaxyl or 100 mg/L of
metalaxyl-M.

All the solutions were stored at 4 °Cin the dark and they were fil-
tered with a Nylon 0.45 pm pore size filter from Titan (Eatontown,
NJ, USA) before their injection in the CE system.

2.4. Data treatment

The values of areas, migration times and resolution were
obtained using the ChemStation software. For data treatment
corrected peak areas (Ac) were used to compensate the differ-
ences in the electrophoretic conditions of each analyte and to
obtain better reproducibility of data [35]. Limits of detection
(LODs) (3.3S,4/b) and limits of quantitation (LOQs) (10S,/b) for
each enantiomer or compound were determined from the cali-
bration line using the standard error of the intercept (S,) and the
slope (b) [36]. The values achieved were experimentally checked
using the S/N ratio equal to 3 and 10 for LODs and LOQs respec-
tively.

Relative limit of detection (RLOD) is defined as the minimum
amount of impurity that can be detected as a function of the amount
of main enantiomer and it was determined employing the following
expression [37]:

LOD Impurity

RLOD= — ——————
0 CMain Enantiomer

100

where LODypyrity is the limit of detection for the minor enantiomer
(impurity) and Cyain Enantiomer COrTesponds to the concentration of
the major compound or main enantiomer.

The presence of matrix interferences was investigated by two
different methods. The first one consisted in the comparison of the
confidence interval of the slopes obtained when using the external
standard calibration method and the standard additions calibra-
tion method. If the overlapping of the confidence intervals of the
slopes of both calibration methods was demonstrated, no statis-
tically significant differences between the slopes were obtained;
hence the matrix did not produce systematic errors. The second
method employed the t-test for comparison of two calibration lines.
If the p-value was up to 0.05 (for a confidence level of 95%) it was
considered that there were no significant differences between cal-
ibration lines.

Finally, the percentage of enantiomeric impurity in commer-
cial formulations was determined as the area of the peak of the
impurity Ac divided by the total area ((ACimpurity/ACimpurity +AC
major peak) % 100).

Experimental data analysis and composition of graphs were car-
ried out using Excel Microsoft Office 2007, Statgraphics Plus 5.1 and
Origin 6.0 software.

3. Results and discussion

3.1. Development of an analytical methodology for the chiral
separation of metalaxyl and benalaxyl by EKC

The most critical step in the development of a chiral methodol-
ogy enabling the separation of the enantiomers of a compound is
the appropriate selection of the chiral selector. Due to the fact that
metalaxyl and benalaxyl are neutral compounds, several charged
CDs were tested at a 15mM concentration. A screening of eight
anionic CDs (CM-3-CD, CM-y-CD, succ-f3-CD, succ-y-CD, sulfated-
3-CD, sulfated-y-CD, CE-3-CD, CE-y-CD) was carried out to explore
the chiral discrimination against the selected fungicides metalaxyl
and benalaxyl. In addition, each CD was tested using two differ-
ent separation buffers (50 mM borate buffer (pH 8.5) and 50 mM
MES buffer (pH 6.5)) to prove the influence of buffer nature. The
low solubility of pesticides in general in aqueous media and the
previous experience of the research group have demonstrated the
convenience of adding urea to the BGE in order to improve the
shape of the peaks, the solubility on the media and the resolution
achieved. For these reasons, a 2 M concentration of urea was added
to the separation buffer. All experiments were performed employ-
ing a working temperature of 15°C, with a separation voltage of
30kV and a hydrodynamic injection (50 mbar x 4's). The value of
15°C was chosen because it is known that at low temperatures the
interactions selector-selectand are quite more stable and better
resolutions can be obtained [38]. On the other hand, a 30kV sepa-
ration voltage was applied in order to reduce the analysis times as
much as possible.

Table 1 groups all the experiments performed and the chiral res-
olution achieved in each case. As it can be observed, among the two
separation buffers tested 50 mM MES buffer (pH 6.5) produced the
chiral discrimination of both compounds in most cases. No base-
line separation was obtained for benalaxyl with borate buffer. This
fact may occur because MES buffer allows a better solubilization
of the compounds analyzed in the BGE, achieving also a better
peak shape under all the experimental conditions proved. For this
reason, a 50 mM MES buffer (pH 6.5) was chosen as the most ade-
quate buffer to perform the enantiomeric separation of these two
fungicides. Furthermore, in spite of the similar structures of the
two compounds analyzed, metalaxyl and benalaxyl (see Fig. 1), the
enantioseparation power of the CDs was very different and those
CDs that enabled the chiral separation of metalaxyl did not work
properly with benalaxyl and vice versa.

For metalaxyl, when using MES buffer, only two CDs offered
an enantiomeric resolution higher than baseline separation,

Table 1
Enantiomeric resolution (Rs) for metalaxyl and benalaxyl enantiomers under the
different experimental conditions employed.

CD Separation buffer Metalaxyl (Rs) Benalaxyl (Rs)
CM-B-CD 50 mM MES (pH 6.5) - 5.82
50 mM borate (pH 8.5) 1.45 -
CM-y-CD 50 mM MES (pH 6.5) 0.68 3.80
50 mM borate (pH 8.5) - -
Succ-B-CD 50 mM MES (pH 6.5) - 12.80
50 mM borate (pH 8.5) 145 -
Succ-y-CD 50 mM MES (pH 6.5) 3.10 -
50 mM borate (pH 8.5) - 0.55

Sulfated B-CD 50 mM MES (pH 6.5)

50 mM borate (pH 8.5) 0.40 -

Sulfated y-CD 50 mM MES (pH 6.5) 10.10 -
50 mM borate (pH 8.5) - -
CE-B-CD 50mM MES (pH 6.5) 0.96 -
50 mM borate (pH 8.5) - -
CE-y-CD 50 mM MES (pH 6.5) 0.58 -
50 mM borate (pH 8.5) - -
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succ-y-CD and sulfated-y-CD. However, due to the marked anionic
character of sulfated-y-CD, the mobility of this CD against the direc-
tion of the electroosmotic flow (EOF) was very high and resulted in
higher analysis times than those obtained for succ-y-CD. Benalaxyl
was enantiomerically separated when employing CM-3-CD, CM-
v-CD and succ-B-CD dissolved in MES buffer. Although every CD
allowed the chiral separation of benalaxyl enantiomers with res-
olutions higher than baseline (between 3.8 and 12.8), succ-3-CD
was chosen to obtain the chiral separation of the enantiomers of
benalaxyl due to the fact that the chiral resolution achieved was
higher than that for the other two CDs in approximately the same
analysis times. Finally, the possibility of combining the selected
CDs was studied in order to obtain the simultaneous separation
of metalaxyl and benalaxyl. As positive results were no obtained,
it was decided to employ different experimental conditions for
each fungicide taking also into account that these two compounds
are not simultaneously used in any commercial formulation. In
short, succ-y-CD and succ-3-CD were selected as the most ade-
quate CDs for the chiral separation of metalaxyl (Rs 3.1, ~11.5 min)
and benalaxyl (Rs 12.8, ~18 min) respectively.

The different behavior observed for the different CDs with
respect to the two compounds studied are in agreement with pre-
vious results showing that a slight change in the structure of the
analyte can result in a large difference in the interaction with the
CD proving the difficulty to predict and explain the success of sepa-
ration from structural considerations. In fact, CDs can change their
shape to interact with analytes because they posses a flexible struc-
ture [39] yielding more than one mode of interaction with the
analytes.

Once chosen the most suitable CD for the enantiomeric sepa-
ration of each fungicide, an optimization of the EKC methodology
was carried out. First, the influence of the injection employed for
the sample introduction into the capillary was studied. As the
two analytes are neutral a hydrodynamic injection by pressure
was employed for this purpose. Several pressure values (25 or
50 mbar) and injection times (1-4s) were tested in order to select
the injection that offered the best peak shape. Injections involv-
ing the highest sample amount (50 mbar x 4 s, 50 mbar x 3 s) gave
peaks with a slight distortion. For this reason a hydrodynamic
pressure injection of 25 mbar x 3 s was selected as the most appro-
priate.

The concentration of the chiral selector is one of the factors that
has more influence on the enantiomeric resolution obtained for
a known compound. However, it is not possible to predict which
CD concentration will provide the best enantiomeric separation for
a known compound [40] and it is necessary to try experimentally
several concentrations in order to find the most appropriate. In this
work, the influence of the concentration of the two selected CDs
was studied in the range from 1 to 25 mM. Fig. 2 shows the varia-
tion of the enantiomeric resolution and analysis times for metalaxyl
(Fig. 2a) and benalaxyl (Fig. 2b) as a function of CD concentration
chosen for each fungicide. For metalaxyl (Fig. 2a) the resolution
achieved increases rapidly when the concentration of succ-y-CD
goes from 1 mM to 10 mM. However, higher concentrations of succ-
v-CD resulted in a chiral resolution almost constant. Nevertheless,
the analysis times obtained when using 15 mM succ-y-CD are lower
than those obtained for 10 mM and the shape of the peaks was bet-
ter perhaps because a major concentration of CD allowed a better
solubilization of the corresponding compound. Thus, 15 mM succ-
v-CD was chosen as the most appropriate concentration for the
enantiomeric separation of metalaxyl. For benalaxyl (Fig. 2b) there
is a clear maximum in the enantiomeric resolution reached when
changing the concentration of succ-3-CD from 1 to 25 mM. This
concentration corresponds to 5mM succ-B-CD and the analysis
times at this concentration are short enough to select this value
as the optimum one.
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Fig. 2. Variation of the enantiomeric resolution and analysis time for (a) met-
alaxyl as a function of the concentration of succ-y-CD and (b) benalaxyl as a
function of the succ-B-CD concentration. Experimental conditions: BGE: CD dis-
solved in 50 mM MES buffer (pH 6.5) with 2 M urea; uncoated fused-silica capillary
50 umi.d. x 50 cm (58.5 cm t.l.); injection by pressure at 25 mbar x 3's; applied volt-
age: 30kV; temperature: 15°C; A: 210+ 2 nm; [metalaxyl]: 200 mg/L dissolved in
methanol; [benalaxyl]: 200 mg/L dissolved in methanol.

As it has been mentioned in Section 1, it is very common to
find metalaxyl or benalaxyl mixed with other fungicides able to
complement their activity. Folpet is one of these fungicides so it
is very important the developed chiral methods to determine not
only the enantiomers of metalaxyl or benalaxyl but also folpet
in the commercial products analyzed. For this reason each chiral
method developed was applied to the separation of binary sam-
ples containing metalaxyl or benalaxyl and folpet. Fig. 3a shows
the electropherogram obtained for a standard solution containing
200 mg/L of racemic metalaxyl and 200 mg/L of folpet dissolved
in methanol under the experimental conditions chosen as optimal
for the chiral separation of metalaxyl enantiomers (BGE: 15 mM
succ-y-CD dissolved in 50 mM MES buffer (pH 6.5) with 2 M urea;
uncoated fused-silica capillary: 50 wm i.d. x 50cm (58.5cm t.L.);
injection by pressure: 25 mbar x 3 s; applied voltage: 30kV; tem-
perature: 15°C; A: 210+ 2 nm). The total separation was achieved
in 12.5 min with a chiral resolution of 3.1 for the two enantiomers
of metalaxyl. Fig. 4a shows the electropherogram obtained for a
standard solution containing 200 mg/L of racemic benalaxyl and
200 mg/L of folpet dissolved in methanol under the experimental
conditions chosen as the most appropriate for the enantiomeric
separation of benalaxyl enantiomers (BGE: 5mM succ-3-CD dis-
solved in 50mM MES buffer (pH 6.5) with 2M urea; uncoated
fused-silica capillary: 50 wm i.d.x 50cm (58.5cm t.l.); injection
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Fig. 3. Electropherograms corresponding to the separation of metalaxyl enan-
tiomers and folpet (a) in a standard solution containing 200 mg/L of racemic
metalaxyl and 200mg/L of folpet, (b) in a commercial fungicide formulations
containing metalaxyl-M (approximately 100mg/L) alone (sample 1) and (c)
in a commercial fungicide formulation containing metalaxyl-M (approximately
100 mg/L) combined with folpet (sample 2). Experimental conditions: 15 mM succ-
v-CD in 50 mM MES buffer (pH 6.5) with 2 M urea. Other experimental conditions
as in Fig. 2.

by pressure: 25 mbar x 3's; applied voltage: 30kV; temperature:
15°C; A: 210+ 2nm). The separation of the two enantiomers of
benalaxyl and folpet was achieved in 10.5min and with a chiral
resolution of 14.6 for the enantiomers of benalaxyl.

3.2. Quantitative analysis of metalaxyl enantiomers, benalaxyl
enantiomers and folpet in commercial agrochemical formulations

Before carrying out the quantitative determination of met-
alaxyl, benalaxyl and folpet in commercial fungicide products,
the analytical characteristics of the corresponding methods were
evaluated in terms of linearity, LODs, LOQs, precision, selectiv-
ity and accuracy. The results obtained are grouped in Table 2
for the method developed for metalaxyl-folpet mixtures and
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Fig. 4. Electropherograms corresponding to the separation of benalaxyl enan-
tiomers and folpet (a) in a standard solution containing 200 mg/L of racemic
benalaxyl and 200 mg/L of folpet and (b) in commercial fungicide formulation
containing racemic benalaxyl (approximately 200mg/L) and folpet (sample 3).
Experimental conditions: 5mM succ-B-CD in 50 mM MES buffer (pH 6.5) with 2M
urea. Other experimental conditions as in Fig. 2.

in Table 3 for the method developed for benalaxyl-folpet mix-
tures.

Linearity was determined by plotting Ac as a function of the con-
centration of each compound in the range 20-400 mg/L referred
to the racemic mixture in the case of metalaxyl and benalaxyl
and for the total amount in the case of folpet. A total number of
seven standard solutions were prepared individually during three
different days and injected by triplicate each day. These exper-
iments allowed fixing the linear range for each compound and
each method. Tables 2 and 3 present this interval, the linear equa-
tion obtained in the selected range as well as the standard errors
for the intercept (S,), the slope (S,) and the determination coeffi-
cient (R?). Satisfactory results were obtained in terms of linearity
with R% > 0.99, moreover, ANOVA confirmed that data fit to a linear
model, by the p-values (>0.05 for every linear model).

Table 2
Analytical characteristics of the developed method for the simultaneous separation of the enantiomers of metalaxyl and folpet.
Analytical characteristics Metalaxy!l Folpet
First enantiomer Second enantiomer
Precision (RSD)
Concentration (mg/L) 20 50 20 50 100 200
Instrumental repeatability (n=6)
Ac, RSD (%) 4.4 5.0 4.8 5.4 5.5 3.1
t,RSD (%) 0.7 0.5 0.7 0.5 0.5 0.7
Intermediate precision (n=9)
Ac, RSD (%) 5.2 4.0 6.2 5.1 5.7 2.6
t,RSD (%) 13 22 13 23 2.1 1.6
Linearity
Linear range (mg/L) 10-100 10-100 40-300
Linear equation —0.0464+0.0178x —0.0335+0.0171x —0.3382+0.0206x
Standard errors S,=0.0204 S, =0.0003 S, =0.0240 S, = 0.0004 S, =0.0795 S, =0.0005
Determination coefficient (R?) 0.998 0.997 0.997
b+tSy 0.0178 £0.0010
p-value of ANOVA 0.6610 0.4150 0.1448
LOD (mg/L) 34 42 12.8
LOQ (mg/L) 114 14.1 38.7
Study of matrix interferences
p-value of t-tests
Sample 1 0.0601 - -
Sample 2 0.0730 - -
Recovery
Sample 1 108+8
Sample 2 104+8
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Table 3
Analytical characteristics of the developed method for the simultaneous separation of the enantiomers of benalaxyl and folpet.
Analytical characteristics Benalaxyl Folpet
First enantiomer Second enantiomer
Precision (RSD)
Concentration (mg/L) 50 100 50 100 100 200
Instrumental repeatability (n=6)
Ac, RSD (%) 1.5 33 1.8 4.4 238 1.2
t, RSD (%) 0.2 0.2 0.2 1.9 0.3 0.3
Intermediate precision (n=9)
Ac, RSD (%) 1.8 33 3.2 3.6 2.8 2.8
t,RSD (%) 0.3 2.2 0.3 3.6 2.6 2.6
Linearity
Linear range (mg/L) 10-150 10-150 40-300
Linear equation —0.0514+0.0279x —0.0489+0.0257x 0.0516+0.0202x
Standard errors 5.=0.0475 S, =0.0006 5.=0.0479 S, =0.0006 52=0.0704 S, =0.0004
Determination coefficient (R?) 0.998 0.998 0.998
b+tS, 0.0280+0.0016 0.0253 +0.0016
p-value of ANOVA 0.4506 0.4932 0.1400
LOD (mg/L) 5.1 5.6 115
LOQ (mg/L) 17.0 18.6 348
Study of matrix interferences
p-value of t-test
Sample 3 0.0508 0.0696 -
Recovery (%)
Sample 3S 98+11 94+10

LODs and LOQs for the four enantiomers (those for metalaxyl
and those for benalaxyl) and folpet were determined from the
calibration line using the equations described in Section 2. For met-
alaxyl (Table 2) LOD values of 3.4 and 4.2 mg/L and LOQ values
of 11.4 and 14.1 mg/L were obtained for the first and the second
migrating enantiomer, respectively. For benalaxyl (Table 3) the LOD
values were of 5.1 and 5.6 mg/L and the LOQs of 17.0 and 18.6 mg/L
for the first and the second enantiomer, respectively. Finally, for
folpet (Tables 2 and 3) these values were lower than 12.8 mg/L for
LODs and lower than 38.7 mg/L for LOQs regardless of the method
employed for its determination.

Precision of the methods was evaluated as instrumental repeata-
bility and intermediate precision. Instrumental repeatability was
determined from six repeated injections of a standard solution
at two different concentration values of each compound (20 and
50 mg/L for metalaxyl enantiomers, 50 and 100 mg/L for benalaxyl
enantiomers and 100 and 200 mg/L for folpet). The RSD values (%)
obtained for metalaxyl enantiomers (Table 2) were lower than 0.7%
for migration times and lower than 5.4% for Ac. For folpet the RSD
values for migration times were lower than 0.7% and lower than
5.5% for Ac (Table 2). For the method enabling the simultaneous
separation of the enantiomers of benalaxyl and folpet (Table 3)
the RSD values obtained for the instrumental repeatability were
lower than 1.9% for the migration times and lower than 4.4% for
Ac. For folpet (Table 3) the RSD values for migration times were
0.3% for migration times and lower than 2.8% for Ac. Intermedi-
ate precision was assessed at the same concentration values for
three consecutive days injecting each sample by triplicate each day.
As it can be observed in Table 2 the RSD values achieved for the
enantiomers of metalaxyl were under 2.3% and 6.2% for analysis
times and Ac respectively. For folpet the RSD values were lower
than 2.1% for migration times and than 5.7% for Ac. In the case
of enantiomers of benalaxyl (Table 3) and also for the two con-
centration values studied the RSD values were lower than 3.3%
both for migration times and Ac. With this method folpet presents
RSD values lower than 2.6% and 2.8% for migration times and Ac,
respectively.

The selectivity of the methods was demonstrated due to the
absence of matrix interferences. For this purpose there were com-
pared the slopes of the calibration lines obtained by the external
calibration method and the standard additions method for each
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sample. The standard additions calibration line was obtained by
spiking the commercial sample (40 mg/L of metalaxyl-M (samples
1 and 2) or 60 mg/L of racemic benalaxyl (sample 3)) with known
concentrations of metalaxyl-M and racemic benalaxyl in the linear
interval for each fungicide. The results were confirmed by p-value
of t-test and as it can be observed in Tables 2 and 3, the p-values
obtained for every commercial sample were >0.05 at a confidence
level of 95%. These results demonstrated the absence of matrix
interferences and asses the suitability of the external calibration
method for the quantitation of the three analytes in the selected
commercial formulations.

Accuracy of the developed methods was determined as the
recoveries achieved for the two chiral fungicides. For this purpose
the commercial formulations were spiked with different known
concentrations of R-metalaxyl standard solution for samples 1 and
2 and with known concentrations of racemic benalaxyl standard
solution for sample 3 (six concentration levels and three determi-
nations for each level). The mean recoveries obtained were 108 + 8%
(sample 1) and 104 + 8% (sample 2) for R-metalaxyl, 98 +11% for
R-benalaxyl and 94 + 10% for S-benalaxyl.

The developed chiral methods were applied for the deter-
mination of metalaxyl-M, racemic benalaxyl and folpet in three
commercial fungicide products. Fig. 3 shows the electrophero-
grams obtained for a standard solution containing 200 mg/L
of racemic metalaxyl and 200 mg/L of folpet (Fig. 3a) and for
two commercial samples containing approximately 100 mg/L of
metalaxyl-M (sample 1) (Fig. 3b) and approximately 100 mg/L of
metalaxyl-M and 832 mg/L of folpet (sample 2) (Fig. 3c). On the
other hand, Fig. 4 shows the electropherograms obtained for a
standard solution containing 200 mg/L of racemic benalaxyl and
200 mg/L of folpet (Fig. 4a) and for a commercial sample (sam-
ple 3) containing racemic benalaxyl at approximately 200 mg/L
and approximately 625 mg/L of folpet (Fig. 4b). The total amounts
determined for each fungicide in the three commercial formu-
lations and the labeled amounts are specified in Table 4. Only
those contents referred to benalaxyl correspond to the labeled
amount. In the two samples containing metalaxyl-M the deter-
mined amount is between 35 and 45% above the theoretical value
and for folpet the determined amounts are much lower than those
specified in the label. The differences in the determined and labeled
amounts may be due to the fact that the control in agrochem-
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Table 4
Determined contents of metalaxyl-M, benalaxyl and folpet in the commercial fungicide formulations analyzed (average value +SD) (n=3).
Metalaxyl/benalaxyl Folpet
Sample Active ingredients First enantiomer Second enantiomer Labeled amount (% p/p) Labeled amount
(% p/p or g/L) (% p/p) (% p/p or g/L) (% p/p)
1 Metalaxyl-M 627 +13g/L - 465 g[L - -
2 Metalaxyl-M + folpet 6.96+0.07 (%) _ 4.8 (%) 3.1+£02(%) 40 (%)
3 Benalaxyl + folpet 4.16+0.06 (%) 3.83+0.08 (%) 8(%) 156404 (%) 50 (%)

ical formulations is mostly referred to the maximum residual
concentrations in foods but not to the contents in commercial
formulations.

3.3. Purity testing of metalaxyl-M in commercial fungicide
formulations

The determination of enantiomeric impurities requires ana-
lytical methods sensitive enough to be able to detect minor
enantiomeric impurities. In order to obtain the maximum injec-
tion volume and so the highest peak areas possible without any
lost of resolution, an in-capillary preconcentration strategy (stack-
ing) was tried. To achieve this preconcentration, the standard of
racemic metalaxyl was dissolved in the same BGE employed for its
chiral separation but diluted with water to 50% instead of methanol,
as it was done till this moment. When a voltage is applied between
the ends of the capillary, the electric field will be higher in the
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Fig. 5. Electropherograms corresponding to (a) the LOD obtained when employing
normal stacking mode with the standard (1.2 mg/L) dissolved in BGE:H,0 50:50 (v/v)
for the enantiomeric separation of metalaxyl and (b) to enantiomeric impurity of
S-metalaxyl in commercial fungicide formulations labeled as enantiomerically pure
in metalaxyl-M. Experimental conditions: Injection by pressure: 25mbar x 105s;
[metalaxyl-M] ~ 100 mg/L. Other experimental conditions as in Fig. 2.

sample region, due to its low conductivity and consequently the
electrophoretic velocity of the analytes in this region is also higher
compared to the separation region. So when the analytes move to
the BGE they slow down and focus in the boundary that separates
the two phases [41]. By this strategy it is possible to inject a higher
amount of sample without lost of resolution. In order to choose the
injection time most adequate for this purpose, a study of the varia-
tion of the enantiomeric resolution with the injection time (from 3
to 205s) at a pressure of 25 mbar was carried out. From 3 to 10's the
chiral resolution achieved is almost constant, however, from 10s a
clear lost of resolution occurs (from approximately 4 to 2.8), so a
hydrodynamic injection by pressure 25 mbar x 10 s with the stan-
dard dissolved in the BGE diluted to 50% with water was selected
for the determination of the enantiomeric impurity of commercial
fungicide formulations.

The analytical characteristics of the new method were evaluated
in the same terms as before achieving appropriate values for every
parameter. It has to be highlighted that with this in-capillary pre-
concentration strategy the sensitivity of the method was improved
and the LODs obtained were approximately three times lower than
before (from around 4 mg/L for each enantiomer of metalaxyl to
1.2 mg/L)(seeFig. 5a). This approach enabled the detection of impu-
rities of S-metalaxyl up to 1.2% referred to the main enantiomer.

Finally, the quantitation of the enantiomeric impurity of
metalaxyl-M in two commercial fungicide formulations was per-
formed. Fig. 5b shows the electropherograms obtained for the
two commercial formulations containing only metalaxyl-M accord-
ing to their label (samples 1 and 2), under the experimental
conditions selected (BGE: 15mM succ-y-CD dissolved in 50 mM
MES buffer (pH 6.5) with 2M urea; uncoated fused-silica cap-
illary: 50 wm id.x50cm (58.5cm tl.); injection by pressure:
25mbar x 10s; applied voltage: 30kV; temperature: 15°C; A:
21042 nm, [metalaxyl-M]: 100 mg/L approximately dissolved in
BGE:H,0 50:50 (v/v)). The percentages obtained for each sample
have been calculated according to the equation shown in Section
2. Impurities of 5% and 4% of S-metalaxyl were determined for
samples 1 and 2, respectively.

4. Concluding remarks

A method enabling the chiral separation of benalaxyl enan-
tiomers by CE has been proposed for first time achieving the chiral
separation of the compound in 7.5 min and with a resolution near
15. These results were achieved employing a 5 mM succ-3-CD dis-
solved in 50 mM MES buffer (pH 6.5). On the other hand, the method
proposed for the chiral separation of metalaxyl by this technique
involves a clearimprovement in both the analysis times and the res-
olutions achieved compared with the two works appeared in the
literature. In this case, a 15mM succ-y-CD in 50 mM MES buffer
(pH 6.5) was employed for the chiral separation that was achieved
in 11.5 min and with a chiral resolution of 3.1. Due to the fact that
these two amide fungicides are employed in commercial products
mixed with other fungicides, the two chiral methods were applied
to the simultaneous separation of metalaxyl or benalaxyl in binary
combinations with folpet. Furthermore, the performance of the
method was established in terms of precision, linearity, selectivity,
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LODs and LOQs showing their suitability for their application to the
determination of these three compounds in commercial fungicide
formulations. Finally, an in-capillary preconcentration strategy was
developed in order to improve the detection limits of the method
developed for metalaxyl and applying it to the determination of
enantiomeric impurity (S-metalaxyl) of metalaxyl-M in commer-
cial products. This new method was able to detect enantiomeric
impurities up to 1.2% of S-metalaxyl.
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Evaluacion de fases estacionarias quirales para la separacion de pesticidas por nano-LC y CEC

V.1 INTRODUCCION

Tanto la CEC como la nano-LC con columnas capilares rellenas con fases estacionarias
quirales se consideran técnicas con un gran potencial en el campo de las separaciones
quirales, que ademas, al igual que la CE ofrecen las ventajas inherentes de las técnicas de
separacion miniaturizadas. Su mayor limitacion es la falta de columnas capilares quirales
que se encuentran disponibles comercialmente, por lo que el desarrollo de nuevas fases
estacionarias quirales que puedan ser empleadas como rellenos de columnas capilares, es

uno de los retos mas importantes en este campo.

En general, las fases estacionarias que se emplean en nano-LC y CEC son aquellas que
ya han sido empleadas en HPLC y que han demostrado su validez en esta técnica de
separacion. De este modo, podemos encontrar fases estacionarias modificadas con
proteinas [294], ciclodextrinas [295], antibi6ticos macrociclicos [296], selectores tipo Pirkle
[297], acrilamidas quirales y polisacdridos [128]. De todas ellas, las derivadas de
polisacéridos son de las mas empleadas, en concreto las de celulosa y las de amilosa. Estos
tipos de fases estacionarias aunque son capaces de discriminar quiralmente diferentes
tipos de analitos, tienen una capacidad de enantioresolucién muy limitada debido a que
su estructura es muy densa y no permiten la correcta inclusién del analito en la misma.
Sin embargo, presentan una gran facilidad de derivatizaciéon a través de los grupos
hidroxilo, aumentando en gran medida su capacidad de resolucién enantiomérica ya que
la estructura tridimensional que se forma permite una mejor interaccion entre el analito y
el selector quiral. Ademas, la posibilidad de llevar a cabo multitud de reacciones de
derivatizacion distintas da lugar a un gran ndmero de fases estacionarias diferentes que
permiten fijar grandes cantidades de selector quiral sobre la superficie inerte y que son

compatibles con fases méviles tanto acuosas como organicas [298].

En este trabajo se han investigado fases estacionarias quirales de reciente desarrollo
que pertenecen al grupo de las fases estacionarias derivadas de polisacaridos,

denominadas Sepapak-2 (celulosa tris (3-cloro-4-metilfenilcarbamato)) y Sepapak-4
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(celulosa tris (4-cloro-3-metilfenilcarbamato)). Ambas estdn derivatizadas con grupos
fenilcarbamato que han demostrado un gran reconocimiento quiral en HPLC y son muy
empleadas hoy en dia en dicha técnica [299, 300]. Esta enantioselectividad depende, en
gran medida, del tipo de sustituyente y su posicién dentro del grupo fenilo [301]. Asi, la
introduccién de sustituyentes electrodonadores (metilo) y electroaceptores (cloruro)
simultdneamente, como sucede en las dos fases estacionarias evaluadas en este trabajo,
mejora considerablemente la capacidad de resolucién quiral de este tipo de fases

estacionarias [302, 303].

Debido al reciente desarrollo de las fases Sepapak-2 y Sepapak-4, su empleo ha sido
muy limitado habiéndose descrito su aplicacion a la separaciéon quiral de farmacos [304]
[300, 305-307] y flavanonas [308] por HPLC y de aminoécidos por CEC y nano-LC (fase

Sepapak-2) en un trabajo previo de nuestro grupo de investigacion [309].

En este capitulo se ha llevado a cabo la evaluacion de las fases estacionarias Sepapak-2
y Sepapak-4 en la separacién enantiomérica de un grupo de dieciséis pesticidas quirales
que incluyen insecticidas, herbicidas y fungicidas. Para ello, se han preparado las
columnas quirales rellenandolas en nuestro propio laboratorio y evaluandolas tanto en
nano-LC como en CEC con el fin de comparar las eficacias y resoluciones obtenidas por
cada una de ellas y demostrar el potencial que ofrece la CEC. Ademas, se ha desarrollado
un método de separacion quiral por CEC para uno de los compuestos estudiados en este
trabajo (el fungicida metalaxil) con el fin de aplicarlo a su determinacién en diversas
muestras medioambientales y al control de la pureza enantiomérica en un producto

comercial etiquetado como enantioméricamente puro.
V.2 OBJETIVOS
El objetivo del trabajo de investigacién recogido en este capitulo ha sido la evaluacién

de las fases estacionarias quirales Sepapak-2 y Sepapak-4 para la separacion

enantiomérica de una serie de pesticidas quirales que incluyen seis insecticidas
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piretroides, cinco fungicidas conazol, dos fungicidas tipo amida, un fungicida triazol y

dos herbicidas fenoxipropiénicos.

Con este fin se han planteado los siguientes objetivos concretos:

1. Implementar un protocolo experimental para rellenar columnas capilares
empaquetadas con las nuevas fases estacionarias, Sepapak-2 y Sepapak-4, para su

empleo en nano-LC y CEC.

2. Evaluar el poder de enantioresolucién de ambas fases estacionarias en nano-LC

para la separacion quiral de los pesticidas estudiados.

3. Comparar los resultados obtenidos mediante nano-LC con los obtenidos en CEC

en términos de eficacia y resolucién quiral para todos los pesticidas estudiados.

4. Desarrollar un método analitico por CEC para la separaciéon y determinacion

enantiomérica del fungicida metalaxil.

5. Aplicar el método quiral desarrollado por CEC a la determinacién de metalaxil-M
en una formulacién fungicida comercial etiquetada como enantioméricamente

pura.

6. Determinar el porcentaje de impureza enantiomérica de metalaxil (S-metalaxil) en

el producto fungicida comercial estudiado.

7. Aplicar el método desarrollado por CEC a la determinaciéon enantiomérica de
metalaxil en muestras de agua y suelo tratadas con el producto fungicida

comercial.
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V.3 RESULTADOS Y DISCUSION

En este trabajo se ha llevado a cabo la evaluacion de dos fases estacionarias quirales de
reciente desarrollo conocidas como Sepapak-2 y Sepapak-4 para la separaciéon quiral de un
grupo de 16 pesticidas (seis insecticidas piretroides, cinco fungicidas conazol, dos
fungicidas tipo amida, un fungicida triazol y dos herbicidas fenoxipropiénicos) por nano-

LCy CEC.

La primera etapa de este trabajo de investigacién consisti6é en el empaquetamiento de
las fases estacionarias en las columnas capilares para su posterior evaluacién en nano-LC
y CEC, para lo que se emple6 un método de llenado descrito previamente en la
bibliografia y que se implementé en nuestro laboratorio [276]. Las fases estacionarias
Sepapak-2 y Sepapak-4 fueron preparadas por el grupo del profesor Bezhan
Chankvetadze (Universidad de Thilisi, Georgia) y se rellenaron en capilares de didmetro

interno de 100 pm.

Posteriormente y con el fin de evaluar la capacidad de resolucién quiral de las dos
fases estacionarias en nano-LC, se procedié a la optimizaciéon de la fase moévil. Se
estudiaron diferentes composiciones de fase movil, todas ellas con un 80% de ACN y el
otro 20 % compuesto por agua (19 %) y un1 % de un tampoén a diferentes pHs (entre 2.5y
8.0). Debido a que ninguno de los pesticidas estudiados era ionizable, se observé que el
pH de la fase moévil no ejercia una gran influencia en la separacion quiral obtenida para
cada uno de ellos, aunque se pudo constatar un ligero aumento en la enantioresolucién
alcanzada cuando se trabajaba a pH mas elevado. Sin embargo, considerando que el
soporte de la fase estacionaria era de aminopropil silice y que por lo tanto las separaciones
en CEC se deberian realizar en fase inversa, se decidié emplear un pH maés bajo que
proporcionaria EOFs mas elevados en dichas condiciones. Se estudié también el efecto
que tendria el empleo de MeOH en lugar de agua en la fase mévil observandose un
menor poder de discriminacién quiral para ambas fases estacionarias. Asimismo, se
evalu6 el efecto del porcentaje de ACN en la separaciéon quiral de los compuestos

estudiados observdndose que un mayor porcentaje de ACN daba lugar a una mayor
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resolucién quiral. Asi, en las condiciones experimentales seleccionadas como 6ptimas
(ACN/agua/formiato amoénico pH 2.5 90:9:1 v:v:v) se obtuvo la separacion quiral de siete
pesticidas con la fase estacionaria Sepapak-2 y de nueve pesticidas con la fase estacionaria
Sepapak-4. Las resoluciones quirales obtenidas se encontraban entre 0.64 y 5.24 y los

tiempos de andlisis fueron menores de 17 min.

Debido a que la columna Sepapak-4 mostré6 una mejor enantioselectividad en estos
estudios preliminares, se seleccioné ésta columna para comparar los resultados obtenidos
por nano-LC (donde la fuerza conductora del flujo es la presién) y CEC (donde la fuerza
conductora es el flujo electroosmoético). Dado que, como ya se ha dicho, estas columnas se
prepararon empleando aminopropil silice como soporte, el flujo electroosmético generado
por las mismas a pHs < 6.5 tenia sentido anddico. Por ello, para poder trabajar en estas
condiciones fue necesario utilizar polaridad inversa. Se aplicé un voltaje de separacién de
-10 kV, que era el que proporcionaba tiempos de andlisis similares a los obtenidos en los
experimentos de nano-LC, con el fin de poder realizar la comparacién de los resultados
obtenidos por ambas técnicas en las condiciones experimentales mas similares posibles.
Como era de esperar, tanto las eficacias como las resoluciones quirales obtenidas por CEC
fueron mucho mayores que las obtenidas en nano-LC para todos los compuestos

estudiados.

El método desarrollado por CEC se aplicé a la determinacién del porcentaje de
impureza enantiomérica de metalaxil-M en un producto pesticida comercial etiquetado
como enantioméricamente puro. En primer lugar, se realizé un barrido de potencial entre
-5y -30 kV con el fin de seleccionar el voltaje de trabajo que diera lugar a la mayor eficacia
en la separaciéon quiral, seleccionandose un voltaje de -10 kV como el 6ptimo. A
continuacion, se evaluaron las caracteristicas analiticas del método desarrollado en
términos de linealidad, LODs y LOQs, precisién y selectividad, demostrando el potencial
del método analitico para este fin y permitiendo determinar mediante el mismo un
porcentaje de impureza enantiomérica de hasta un 0.6 %. El método se aplicé a la
determinaciéon de la concentracién de metalaxil-M en una formulacién comercial

etiquetada como enantioméricamente pura en este compuesto y a la determinacién del
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porcentaje de impureza enantiomérica presente en la misma. La concentraciéon de
metalaxil-M determinada, fue un 26 % mayor a la etiquetada en el producto comercial y el

porcentaje de impureza determinado en dicho producto comercial fue de un 3.7%.

Del mismo modo, también se analizaron muestras de suelo y agua de grifo que habian
sido previamente fortificadas con el mismo producto comercial. Se empleé la extraccion
solido-liquido para la extraccién del analito de interés de las muestras de suelo y SPE con
cartuchos C18 para las muestras de agua. En el caso de las muestras de suelo, aparecieron
en el electroforegrama picos interferentes que no permitieron la determinacién del
porcentaje de impureza enantiomérica presente. Sin embargo, en las muestras de agua de
grifo se pudo determinar un porcentaje de impureza del 3.6 %, practicamente igual al

determinado en el producto comercial puro.

Los resultados obtenidos en este capitulo se recogen en el siguiente articulo cientifico:

Articulo 5

“Evaluation of new cellulose-based chiral stationary phases Sepapak-2 and Sepapak-4 for the
enantiomeric  separation of pesticides by mnano liquid chromatography and capillary
electrochromatography”

V. Pérez-Fernandez, E. Dominguez-Vega, B. Chankvetadze, A.L. Crego, M.A. Garcia, M.L.
Marina

Journal of Chromatography A 1234 (2012) 22-31
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history:
Available online 20 January 2012

Two novel polysaccharide-based chiral stationary phases (CSPs), known as Sepapak-2 (cellulose tris(3-
chloro-4-methylphenylcarbamate)) and Sepapak-4 (cellulose tris(4-chloro-3-methylphenylcarbamate)),
have been evaluated in this work for the chiral separation of a group of 16 pesticides including herbicides,

KeyV_W{TdS-' insecticides and fungicides. The optimization of the mobile phase employed in nano-liquid chromatog-
PMESt‘TIdesl raphy (nano-LC) enabled the chiral separation of seven pesticides on Sepapak-2 and of nine pesticides
etalaxy!

on Sepapak-4. Due to the fact that Sepapak-4 gave better results, this column was selected to compare
Nano-liquid chromatography nano-LC and capillary electrochromat.ography (CEC) under the same conditions that consisted in the use
Polysaccharide-based chiral stationary of a 90/9/1 (v/v/v) ACN/H,0/ammonium formate (pH 2.5) background electrolyte (BGE). As expected,
phase both the efficiency and the chiral resolution obtained in CEC experiments were higher than in nano-LC
for all the analyzed compounds. The analytical characteristics of the CEC developed methodology were
evaluated in terms of linearity, LODs, LOQs, precision, selectivity, and accuracy allowing its application to
the quantitation of metalaxyl and its enantiomeric impurity in a commercial fungicide product marketed
as enantiomerically pure (metalaxyl-M) and in soil and tap water samples after solid phase extraction
(SPE). The determined amount of metalaxyl-M was found to be a 26% above the labeled content and it
contained an enantiomeric impurity of a 3.7% of S-metalaxyl was determined.

© 2012 Elsevier B.V. All rights reserved.

Capillary electrochromatography

1. Introduction adverse effects on some non-target organisms [3]. Moreover, biotic

processes such as microbiological transformation are commonly

Pesticides are active compounds used in agriculture to con-
trol pest being the number of commercially available pesticides
very high. Many pesticides are chiral compounds (approximately
25% of them) and in most cases one of the enantiomers presents
the pesticide activity while the other can present different activ-
ity toward the target organism [1-3]. In these cases, the use of
enantiomerically pure pesticides would result in a major effective-
ness in controlling insects or weeds in agriculture and reducing
environmental risks. Other reason for using enantiomerically
pure pesticides is that whereas the active enantiomer has the
desired effects on target species, the other enantiomer may have
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(M.A. Garcia), mluisa.marina@uah.es (M.L. Marina).

0021-9673/$ - see front matter © 2012 Elsevier B.V. All rights reserved.
d0i:10.1016/j.chroma.2012.01.035

enantioselective and the use of racemic pesticides can result in
different environmental fates, resulting, from an environmental
point of view, one enantiomer safer than the other [4,5]. There-
fore, the search for new and effective methods for the separation
and determination of pesticide enantiomers is necessary in order
to optimize enantioselective production processes, assessing the
enantiomeric purity of commercial formulations, and monitor-
ing their presence in the environment or into different types of
matrices.

An example of particular interest is the fungicide metalaxyl
[(R/S)-methyl-N-(2-methoxyacetyl)-N-(2,6-xylyl)-bL-alaninate],
employed to control plant diseases caused by pathogens of the
Oomycota division [6]. It has been demonstrated that the activity
of the R-enantiomer (metalaxyl-M) is around 1000 times higher
than that of the S-enantiomer [7]. In addition, the degradation of
metalaxyl enantiomers in environment is also clearly enantiose-
lective. In fact, the S-enantiomer has shown a faster degradation in
vegetables being this enantiomer active for less time, whereas in
the case of soils the first enantiomer being degraded/decomposed
is the R-enantiomer [8].

237



V. Pérez-Ferndndez et al. / J. Chromatogr. A 1234 (2012) 22-31 23

CEC and nano-LC with packed capillary columns have been con-
sidered very promising techniques for chiral separations because
of their high efficiency, low sample requirements, low solvent and
stationary phase consumption, and improved sensitivity when cou-
pling with mass spectrometer. However, the lack of commercially
available chiral columns is the main drawback of these techniques.
As a consequence, the preparation of efficient stationary phases for
chiral separations is required. The use of polysaccharide deriva-
tives as CSPs offers the advantage of availability and the easy
derivatization of the hydroxyl group. This leads to many different
derivatives being one of the most effective the phenylcarbamate
derivatives [9]. In addition, the introduction of electron-donating
(methyl) and electron-withdrawing (chlorine) groups, results in
an improved enantiomer recognition [10-12]. Cellulose tris(3-
chloro-4-methylphenylcarbamate) (Sepapak-2 or Lux Cellulose-2)
and cellulose tris(4-chloro-3-methylphenylcarbamate) (Sepapak-
4 or Lux Cellulose-4) are novel CSPs which combine both
electron-donating and electron-withdrawing substituents in the
phenylcarbamate group. The enantioresolution ability of these
novel CSPs has been tested in different works using commercially
available columns. Sepapak-2 CSP has been employed for the enan-
tioseparation of several drugs by normal phase-LC (NP-LC) [13-15],
reversed phase-LC (RP-LC) [13,16] and polar organic solvent chro-
matography (POSC) [17,18], for amino acids using supercritical
fluid chromatography (SFC) [19] and for atropisomeric biphenyls
using NP-LC [20] with good results. Regarding the enantioresolu-
tion ability of Sepapak-4 CSP, it has only been demonstrated for
pharmaceutical compounds by NP-LC [13-15,21,22], RP-LC[13,21]
and POSC [17,22]. To the best of our knowledge, these new CSPs
have never been employed for pesticide enantioseparations.

Using nano-LC and CEC with these packed capillary columns,
only two works have been reported employing Sepapak-2 [23,24]
and Sepapak-4 [24] for a group of pharmaceutical compounds.
Recently, our research group has employed the CSP Sepapak-2 for
the chiral separation of a group of FMOC-amino acids by nano-LC
and CEC [25].

The aims of the present work were to study the chiral resolv-
ing power of these new polysaccharide-based CSPs, Sepapak-2 and
Sepapak-4, for the enantiomeric separation of a group of 16 pesti-
cides including herbicides, insecticides and fungicides and to show
the advantages of CEC versus nano-LC in terms of efficiency and
resolution. Finally, with the purpose of demonstrating the potential
and reliability of this CSP, a CEC method was employed to achieve
the chiral determination of the fungicide metalaxyl in a commer-
cial formulation as well as in environmental samples (soil and tap
water).

2. Experimental
2.1. Chemicals and samples

All reagents employed for the preparation of buffers, capillary
columns, and samples were of analytical grade. Acetonitrile (ACN),
methanol (MeOH) and hexane were from Scharlau (Barcelona,
Spain), formic acid and acetic acid were from Riedel-de Haén
(Seelze, Germany), boric acid was from Fluka (Buchs, Switzerland),
ammonium hydroxide and sodium hydroxide were from Merck
(Darmstadt, Germany) and ethyl acetate from Panreac (Barcelona,
Spain). Water used to prepare all solutions was purified in a Milli-Q
system from Millipore (Bedford, MA, USA).

Standards of racemic pesticides resmethrin, diniconazole, and
fenpropathrin were from Chem Service (West Chester, PA, USA) and
N-cyhalothrin, B-cyfluthrin, cis-bifenthrin, metalaxyl, benalaxyl,
hexaconazole, myclobutanil, tebuconazole, dichlorprop, meco-
prop, a-cypermethrin, and flutriafol from Fluka. Uniconazole was

238

acquired as uniconazole-P (R-isomer) from Chem Service (West
Chester, PA, USA). The structure of all the studied pesticides is
shown in Fig. 1.

The commercial formulation analyzed, containing only
metalaxyl-M was acquired in an agrochemical shop in Fuen-
labrada (Madrid, Spain). According to the labeled data, this product
contained 465 mg/L of metalaxyl-M.

2.2. Instrumentation

AHP3PCE system from Agilent Technologies (Palo Alto, CA, USA)
with a diode array detector (DAD) was employed for all the exper-
iments. The CE system was equipped with an external pressure
device able to apply up to 12 bar. Instrument control and data acqui-
sition were performed with the HP3PCE ChemStation software.
Injections were made by pressure (10 bar x 0.2 min) and immedi-
ately after the sample injection a plug of the mobile phase was
injected (10 bar x 0.2 min). In nano-LC experiments a pressure of
12 bar was used for the separation and for CEC experiments a volt-
age of —10kV was employed in order to obtain analysis times
similar to those obtained in nano-LC experiments and an external
pressure of 12 bar was applied in both buffer reservoirs to avoid
bubble formation. UV detection was performed at 210+ 2 nm and
all the experiments were performed at a working temperature of
25°C.

Separations were performed in a fused-silica capillary from
Polymicro Technologies (Phoenix, AZ, USA) of 100 pm inner diam-
eter (ID) with a total length of 32.5 cm in which the length of the
packed bed was 24.0 cm. For the preparation of the packed columns
a LC-10AS Shimadzu HPLC pump was used (Duisburg, Germany)
and an ultrasonic bath Ultrasons-H from ].P. Selecta (Barcelona,
Spain) was employed for submerging the capillary during the pack-
ing procedure to assure a homogenized packing.

A pH-meter model 744 from Metrohm (Herisau, Switzerland)
was used to adjust the pH of the separation buffers.

The cartridges employed for SPE were silica cartridges supplied
by Varian (Middelburg, The Netherlands) for soil samples and C-
18 (Discovery DSC-18, Discovery DSC-18 LT and LC-18) cartridges
supplied by Supelco (Bellefonte, PA, USA) for tap water samples.

2.3. Preparation of chiral stationary phases

The chemical structures of the chiral selectors used in
these experiments are shown in Fig. 2. Cellulose tris(3-
chloro-4-methylphenylcarbanate) and cellulose tris(4-chloro-3-
methylphenylcarbamate) were synthesized as described previ-
ously [10,11]. The polysaccharide derivatives were dissolved in
tetrahydrofuran and coated in the amount of 25% (w/w) onto
aminopropylsilanized spherical silica particles with 5 wm nominal
particle size and 100 nm nominal pore size.

2.4. Preparation of capillary columns

The capillary columns were packed by using the slurry pack-
ing method previously described by Chankvetadze [26]. Briefly, the
inletend ofa 100 wm ID capillary was connected to an HPLC column,
which was used as reservoir for the slurry of the packing material.
First, the capillary was flushed with MeOH during 30 min for clean-
ing the capillary wall. After this, the outlet end of the column was
connected to a commercial HPLC mechanical frit in order to retain
the stationary phase. Meanwhile the stationary phase (20 mg) was
suspended in approximately 2.5 mLof 80/20 (v/v) MeOH/H-O, soni-
cated during 30 min and transferred into the reservoir. The capillary
was packed at 350 bar for a length of about 30 cm while the cap-
illary is submerged in the ultrasonic bath. Following, the column
was flushed with 50:50 (v/v) MeOH/H,O for around 1 h and the frits
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Fig. 2. Structure of chiral selectors (a) Sepapak-2 (cellulose tris(3-chloro-4-methylphenylcarbamate))and (b) Sepapak-4 (cellulose tris(4-chloro-3-methylphenylcarbamate)).

were prepared by heating the two ends of the packed area with a
home-made electrical wire filament heater (700 °C, 4-5 s) resulting
in a packed length of 24 cm. Finally, the capillary was turned over
and the excess of stationary phase was removed by flushing the cap-
illary with the separation buffer. The same capillary was employed
for all the experiments both in CEC and in nano-LC. The detection
window was prepared just next to the outlet frit by removing the
polyimide coating on the capillary with the same heater that was
employed to make the frits.

2.5. Procedures

Buffers were prepared by dissolving the appropriate amount of
formic acid, acetic acid or boric acid in Milli-Q water and adjusting
the pH to the desired value with 1M or 0.1 M NaOH. The sepa-
ration media (mobile phases or BGEs) were prepared by mixing
the buffers with ACN and MeOH or water in the selected pro-
portions. Stock standard solutions of pesticides were prepared by
dissolving the appropriate amount of the compound in ACN up to a
final concentration of 2000 mg/L. To prepare the working solutions,
different aliquots were diluted in 80/20 (v/v) ACN/H,0 to obtain
concentrations of 200 mg/L of racemate (only R-isomer in the case
of uniconazole-P) for column evaluation and between 3 mg/L and
500 mg/L for the calibration by the external standard method.

Before first use, the capillary was rinsed with the corresponding
separation medium during approximately 1 h and 15 min between
runs. At the end of each day the capillary was rinsed with 80/20
(v/v) ACN/H;O0 for 15 min.

2.6. Sample treatment

Soil [8] and tap water samples [27] were extracted employing
previously described methods with slight modifications. Briefly,
100 g of dried soil were spiked with the commercial pesticide prod-
uct and mechanically shaken for 1h. 50g of the spiked soil was

twice extracted with MeOH (2 x 50 mL) and the extract was evapo-
rated to 5mL. 20 mL of distilled water was added to the residue
and then reextracted with ethylacetate (3 x 40 mL). The organic
phases were collected and anhydrous sodium sulfate was added to
remove all the remaining water. The extract was filtered and evap-
orated until just to dryness and it was redissolved in 2 mL hexane. It
was purified by SPE with a silica column conditioned with hexane.
After sample loading the column was rinsed with 5 mL of hexane,
5mL of 5/95 (v/v) ethylacetate/hexane, 5mL of 10/90 (v/v) ethy-
lacetate/hexane, and 5 mL of 15/85 (v/v) ethylacetate/hexane and
finally the analytes were eluted with 25 mL of 20/80 (v/v) ethy-
lacetate/hexane. The eluate was evaporated, redissolved in 500 L
80/20 (v/v) ACN/H,0, and injected in the CE system.

For tap water samples 50 mL were spiked with the commer-
cial product and they were passed through a C-18 SPE cartridge.
The cartridge was previously conditioned with 3 mL MeOH and
3 mL water and after sample loading, the analyte was eluted with
5mL MeOH. The extract was evaporated to dryness, redissolved in
500 L of 80/20 (v/v) ACN/H;0, and injected in the CE system.

To prepare the commercial formulation for its analysis, an
appropriate volume of product was diluted in 80/20 (v/v) ACN/H,0
to obtain a concentration of approximately 75 mg/L of metalaxyl-M
considering the labeled amount.

2.7. Data treatment

The values of areas, migration or retention times and reso-
lution were obtained using the ChemStation software. Corrected
peak areas were used for data treatment in order to obtain better
precision.

The presence of matrix interferences was investigated by
employing the t-test for comparison of two calibration lines. If the
p-value was up to 0.05 (for a confidence level of 95%) it was consid-
ered that there were no significant differences between calibration
lines.
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Finally, the percentage of enantiomeric impurity in commer-
cial formulations was determined as the corrected area of the
peak of the impurity divided by the sum of the corrected areas of
both enatiomers ((corrected areay;,/corrected areay;, +corrected
areay,j) x 100).

Experimental data analysis and composition of graphs were car-
ried out using Excel Microsoft Office 2007, Statgraphics Plus 5.1 and
Origin 6.0 software.

3. Results and discussion

3.1. Evaluation of the enantioselectivity of Sepapak-2 and
Sepapak-4 toward pesticides by nano-LC and optimization of the
mobile phase

The evaluation of the enantioselectivity of Sepapak-2 and
Sepapak-4 as chiral stationary phases in nano-LC was performed
by the injection of the selected 16 pesticides. These chiral station-
ary phases may be used both in normal [13] and reversed phase
mode [23] and there are even some works in which POSC has been
used [18,22].

First, the CSP Sepapak-2 was tested in both RP-LC and NP-LC.
Different mobile phases were tested in reversed phase mode, all
of them containing ACN as organic modifier at a percentage of
80%. ACN was chosen as organic modifier due to its low viscos-
ity and low UV-cut-off, although other solvents such as methanol,
ethanol or 2-propanol could be added [13]. The other 20% was com-
posed of water and a percentage of buffer at different pHs. Table 1
shows the results obtained for Sepapak-2 column using mobile
phases at different pHs from 2.5 to 8.0. Due to the fact that the
studied compounds are not ionizable (A-cyhalothrin, resmethrin,
cis-bifenthrin, 3-cyfluthrin, metalaxyl, benalaxyl, a-cypermethrin,
and fenpropathrin; all of them pyrethroids pesticides) or only par-
tially ionizable, the change in the mobile phase pH did not show
notable influence on the enantioselectivity and similar results were
obtained at different pH values. However, a slight separation was
obtained for the enantiomers of myclobutanil at higher pHs while
at lower pHs no separation was observed for this compound. The
best resolutions were found at the highest pH (80/19/1, v/v/v,
ACN/H;,0/sodium borate; pH 8.0), which allowed the chiral sep-
aration of six of the pesticides tested. In the normal phase mode,
ethanol and 2-propanol are the most suitable mobile phase mod-
ifiers due to their miscibility with hexane or heptane. However,
2-propanol usually provides better selectivities because it inter-
acts less with the stationary phase through hydrogen bonding and
thus it does not compete for the active sites with the analytes
[21]. For this reason, a 75/25 (v/v) 2-propanol/hexane mobile phase
was evaluated with Sepapak-2 chiral stationary phase. However,
only dichlorprop (t; =17.42 min and Rs 1.39) was enantiomerically
separated under these conditions. Surprisingly this pesticide was
not enantiomerically resolved in any of the tested reversed phase
conditions. In conclusion, reversed phase mode was selected to per-
form the following experiments because apart from the negative
results obtained in normal phase mode it gave poor conductivities
and thus it cannot be employed in CEC.

The same experiments were performed for Sepapak-4 column
in reversed phase mode and the results obtained are summarized
in Table 1. In this case, as with Sepapak-2, the change in the mobile
phase pH did not offer significant differences for the pesticides
studied. Thus, since the objective was to conduct experiments in
CEC, the lowest pH was selected because for aminopropyl silica it
will result in a high EOF [23] and consequently, shorter analysis
time.

It has to be remarked that despite the similarities in the struc-
tures of the two CSPs evaluated, their resolution power was quite

different and Sepapak-4 enabled separating three or two more
compounds (depending on the pH selected) and with higher reso-
lutions than Sepapak-2, allowing the separation of 9 out of the 16
pesticides studied. As it can be observed, Sepapak-2 allowed to the
separation of all studied compounds containing an azole group, as
well as both containing a tertiary amine (metalaxyl and benalaxyl)
being indicative of the potential of this CSP for the enantiosepara-
tion of this type of compounds.

Both CSPs were also evaluated using MeOH instead of water in
the mobile phase. As it can be observed in Table 2, the employ of
MeOH resulted in the decrease of the retention times, as well as a
decrease in Rs on both for Sepapak-2 and Sepapak-4.

Due to the fact that Sepapak-4 provided the chiral resolution of a
high number of compounds and the values of resolutions achieved
were better, this column was selected for further experiments in
nano-LC. The influence of ACN percentage in the mobile phase was
studied. Since the compounds studied were highly hydrophobic,
the decrease in ACN content may lead to their precipitation. To
avoid these problems the following experiments were performed
with a mobile phase containing MeOH instead of water although
the presence of MeOH, as explained above, resulted in a decrease
of resolution. The content of MeOH added was less than 40% in
all the experiments because it has been previously reported in the
literature that mobile phases containing 50-100% MeOH in mix-
tures with ACN were not successful due to unstable current during
analysis [23]. Table 3 represents the results obtained for Sepapak-4
when employing different ACN proportions in the mobile phase.
As it can be observed the resolving power of this column increased
when increasing the percentage of ACN. The increase in the MeOH
amount in the mobile phase negatively affects the enantiosepara-
tion because MeOH appears to be strong competitor for hydrogen
bonding in the chiral sites of the stationary phase [22].

3.2. Comparison between nano-LC and CEC

The use of EOF as driving force in separation techniques sup-
poses important advantages such as a plug-like flow profile,
independence of the EOF of the particle size and geometry, etc.
[29]. Furthermore, it is supposed that CEC experiments provide
better efficiencies and resolution values. However, there is no rea-
son to perform CEC experiments instead of nano-LC experiments
unless this improvement is observed [30]. In addition, good repro-
ducibility on retention times, areas and selectivities must also be
obtained.

Due to the use of aminopropyl silica as support of the CSP, the
anodic EOF is generated on the surface of silica particles. Thus,
reversed polarity was used in order to obtain an adequate mobility
of the studied compounds. With the aim of comparing the results
obtained by nano-LC and CEC, a separation voltage of —10kV was
selected because with this voltage the retention times obtained by
both techniques were quite similar.

Considering all the results described in the previous section, a
90/9/1 (v/v/v) ACN/water/ammonium formate pH 2.5 mobile phase
was selected to carry out the comparison between nano-LC and CEC
experiments. Fig. 3 shows as an example the separation obtained by
nano-LC and CEC for the pesticides resolved under these conditions.
With this mobile phase the enantiomers of eight compounds were
resolved with resolutions above 0.6 and in less than 28 min (see
Table 4).

Regarding the number of theoretical plates per meter, as
it can be observed in Table 4, the values drastically increased
with CEC (53,899-278,301 platesm~!) compared with nano-LC
(37,818-58,878 platesm~!). This improved efficiency translates
into an increase in the chiral resolution for most compounds show-
ing the benefits of the use of the EOF as driving force compared with
the use of pressure.
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Fig. 3. Comparison of nano-LC chromatograms and CEC electrochromatograms of the enantiomerically resolved pesticides when employing Sepapak-4 chiral stationary
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Table 1
Retention time and enantioresolution of selected pesticides by nano-LC using different mobile phases and with two different chiral stationary phases (Sepapak-2 and
Sepapak-4).
Pesticide AcN/H,0/500 mM AcN/H,0/500 mM AcN/H,0/500 mM AcN/H,0/500 mM
Ammonium formate Ammonium acetate Ammonium acetate Sodium borate
pH2.5 pH 4.5 pH 6.5 pH 8.0
80/19/1 (v/v/|v) 80/19/1 (v/v/|v) 80/19/1 (v/v/[v) 80/19/1 (v/v/v)
t; (min) to (min) Rs t; (min) t; (min) Rs t; (min) t; (min) Rs t; (min) to (min) Rs
Sepapak-2
A-Cyhalothrin 19.17 - - 17.24 - - 17.24 - - 17.48 - -
B-Cyfluthrin 21.59 - - 19.18 - - 19.11 - - 19.45 - -
Cis-bifenthrin 25.62 - - 22.51 - - 22.44 - - 22.95 - -
Resmethrin 25.04 - - 22.47 - - 22.39 - - 22.85 - -
Diniconazole 21.14 22.72 1.57 20.40 22.10 1.73 20.38 2211 1.80 20.69 22.48 1.80
Metalaxyl 16.32 17.20 1.23 16.20 17.16 1.35 16.20 1717 1.36 16.45 47.49 1.42
Benalaxyl 19.22 - - 19.66 - - 19.72 - - 20.08 - -
Hexaconazole 21.53 25.10 3.35 23.06 27.07 3.47 23.95 28.22 3.53 24.56 29.04 3.62
Myclobutanil 21.64 - - 23.33 - - 2417 24.36 0.19 25.00 25.37 0.35
Tebuconazole 21.77 22.53 0.66 23.26 24.08 0.64 24.34 25.25 0.67 2531 26.27 0.68
Dichlorprop 41.27 - - 2143 - - 12.75 - - 11.29 - -
Mecoprop 31.01 - - 21.59 - - 12.65 - - 11.24 - -
a-Cypermethrin 20.82 - - 22.90 - - 24.68 - - 26.26 - -
Uniconazole 18.28 20.68 2.82 19.36 22.11 2.98 20.15 23.13 3.07 20.84 24.00 3.14
Flutriafol 15.99 - - 16.70 - - 17.27 - - 17.71 - -
Fenpropathrin 19.30 - - 21.12 - - 22.55 - - 23.88 - -
Sepapak-4
A-Cyhalothrin 25,51 - - 2791 - - 31.48 - - 26.14 - -
B-Cyfluthrin 28.10 - - 30.79 - - 35.05 - - 28.84 - -
Cis-bifenthrin 32.80 - - 36.50 - - 42.51 - - 33.87 - -
Resmethrin 32.94 - - 36.51 - - 42.24 - - 35.00 - -
Diniconazole 28.02 30.44 230 29.60 32.38 2.50 32.42 35.70 2.67 28.48 31.21 2.52
Metalaxyl 23.55 25.17 1.86 24.38 26.15 2.00 26.20 28.26 2.19 23.77 25.52 2.03
Benalaxyl 29.16 30.11 0.82 30.85 32.01 1.00 33.92 35.33 1.11 29.55 30.73 1.06
Hexaconazole 29.85 35.65 4.84 31.33 37.81 5.14 33.88 41.29 5.38 30.35 36.79 5.27
Myclobutanil 29.32 30.26 0.82 31.63 32.62 0.90 34.26 35.52 1.00 30.23 31.27 093
Tebuconazole 30.38 32.54 1.91 32.84 35.36 2.04 35.26 38.05 211 31.20 33.64 2.08
Dichlorprop n.d n.d n.d 60.75 61.90 0.53 24.60 25.02 0.50 15.101 - -
Mecoprop nd n.d nd nd n.d n.d 24.42 - - 15.127 - -
a-Cypermethrin 31.13 - - 36.08 - - 40.28 - - 32.50 - -
Uniconazole 26.04 29.27 3.19 27.96 31.69 3.42 29.39 33.44 3.56 2447 29.94 3.57
Flutriafol 22.62 23.24 0.67 24.03 24.75 0.69 25.00 25.77 0.75 22.96 23.65 0.69
Fenpropathrin 29.48 - - 33.28 - - 36.45 - - 30.125 - -

n.d,, not detected in 60 min; Rs=1.18 (t; — t1)/(W121 +W1j2.2)-

Table 2

Retention times and enantioresolutions of selected pesticides by nano-LC using AcN/MeOH/ammonium formate pH 2.5 mobile phase with Sepapak-2 and Sepapak-4 chiral

stationary phases.

Sepapak-2 Sepapak-4
Pesticide AcN/MeOH/ammonium formate pH 2.5 80/19/1 (v/v/v) AcN/MeOH/ammonium formate pH 2.5 80/19/1 (v/v/v)

ty (min) t; (min) Rs t; (min) t; (min) Rs
A-Cyhalothrin 8.63 - - 12.51 - -
B-Cyfluthrin 8.74 - - 12.71 - -
Cis-bifenthrin 8.92 - - 13.10 - -
Resmethrin 9.31 - - 13.67 - -
Diniconazole 11.24 11.75 1.00 15.93 16.67 1.31
Metalaxyl 10.00 10.21 0.50 1434 14.93 1.19
Benalaxyl 10.00 - - 14.70 - -
Hexaconazole 12.37 14.74 3.79 17.26 20.76 5.24
Myclobutanil 11.90 12.10 0.37 16.39 16.79 0.64
Tebuconazole 12.38 13.03 1.10 17.13 18.56 231
Dichlorprop 28.83 - - n.d n.d n.d
Mecoprop 21.95 - - n.d n.d nd
a-Cypermethrin 8.95 - - 13.10 - -
Uniconazole 10.81 11.62 1.59 15.42 16.40 1.81
Flutriafol 10.28 10.36 0.19 14.64 15.04 0.67
Fenpropathrin 8.89 - - 13.01 - -

3.3. Quantitative analysis of metalaxyl enantiomers in
commercial agrochemical formulations by CEC

Aimed to show the potential of Sepapak-4 in CEC, metalaxyl was
selected as model compound to carry out its quantification and the

determination of its enantiomeric purity in a commercial pesticide
product. In order to choose the separation voltage providing the
best efficiency for metalaxyl chiral separation, the Van Deemter
curve for this compound was constructed in the range from
—5kV to —30kV, employing a 90/9/1 (v/v/v) ACN/H,0/ammonium
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Table 3

Retention times and enantioresolutions of selected pesticides by nano-LC using AcN/MeOH/Ammonium formate pH 2.5 mobile phase with different proportions of AcN/MeOH

in Sepapak-4 chiral stationary phase.

Pesticide AcN/MeOH/Ammonium formate

pH 2.5 60/39/1 (v/v/v)

AcN/MeOH/Ammonium formate
pH 2.5 80/19/1 (v/v/v)

AcN/MeOH/Ammonium formate
PpH 2.5 90/9/1 (v/v|v)

ty (min) t; (min) Rs ty (min) t; (min) Rs ty (min) t; (min) Rs
A-Cyhalothrin 13.08 - - 12,51 - - 12.39 - -
B-Cyfluthrin 13.56 - - 12.71 - - 12.65 - -
Cis-bifenthrin 14.00 - - 13.10 - - 12.91 - -
Resmethrin 15.52 - - 13.67 - - 13.53 - -
Diniconazole 15.34 15.75 0.67 15.93 16.67 1.31 16.91 17.95 1.71
Metalaxyl 14.75 15.03 0.56 14.34 14.93 1.19 14.65 15.59 1.83
Benalaxyl 15.24 - - 14.70 - - 14.70 14.90 0.44
Hexaconazole 15.87 17.58 3.03 17.26 20.76 5.24 19.02 24.39 6.77
Myclobutanil 15.94 16.31 0.62 16.39 16.79 0.64 17.37 17.83 0.66
Tebuconazole 16.01 16.83 1.49 17.13 18.56 231 18.83 21.03 3.03
Dichlorprop n.d nd n.d n.d nd n.d n.d nd n.d
Mecoprop n.d nd n.d n.d nd n.d n.d nd n.d
a-Cypermethrin 14.12 - - 13.10 - - 12.94 - -
Uniconazole 14.90 15.44 0.99 15.42 16.40 1.81 16.61 18.00 234
Flutriafol 14.36 14.48 0.30 14.64 15.04 0.67 15.83 16.44 1.02
Fenpropathrin 14.10 - - 13.01 - - 12.89 - -

n.d., not detected in 60 min.

Table 4

Comparison of chiral separation of selected pesticides and efficiency by nano-LC and CEC in Sepapak-4 chiral stationary phase. Mobile phase: 90/9/1 (v/v/v)

AcN/H,0/ammonium formate pH 2.5.

Nano-LC (12 bar) CEC (-10kV)

t t Ny/m N /m Rs t ty Ni/m Ny/m Rs
Diniconazole 20.37 22.12 53858 54562 2.38 17.08 18.05 171247 155400 2.72
Metalaxyl 17.92 19.30 57969 56278 217 13.78 14.67 278301 260804 248
Benalaxyl 19.32 20.07 58878 54420 1.07 18.75 19.15 270169 249601 1.31
Hexaconazole 22.33 27.56 53428 50800 5.81 21.78 2445 236849 183583 6.42
Myclobutanil 21.25 21.78 37818 50454 0.63 19.97 20.27 202275 176680 0.79
Tebuconazole 22.30 24.17 53441 53029 2.27 20.57 21.54 223214 199426 2.57
Uniconazole 19.43 21.79 56336 56299 3.39 19.50 21.90 59502 58236 3.31
Flutriafol 17.86 18.46 52129 49575 0.92 17.83 18.45 56116 53899 0.94

NJm =554 (t/wy)2)? x 100/Lc.

formate BGE at pH 2.5, at a temperature of 25°C, and an injection
of 10 bar x 0.2 min of sample with a plug of BGE at 10 bar x 0.2 min.
From these experiments (see supplementary material)), it could be
concluded that the optimum voltage, in which the number of the-
oretical plates was the maximum one and thus the efficiency of the
separation was the best, was —10KkV so this value was chosen for
the analysis.

Before carrying out the quantitative determination of metalaxyl
in commercial fungicide products, the analytical characteristics of
the developed method were evaluated The results obtained are
shown in Table 5.

Linearity was determined by plotting the corrected peak area
as a function of the concentration of each compound in the range
5-500mg/L referred to each enantiomer during three different
days and injected by triplicate each day. Satisfactory results were
obtained in terms of linearity with R2 >0.99, the intercept not dif-
ferent from zero, and ANOVA confirming that data fit to a linear
model (p-values >0.05).

LODs and LOQs for the two enantiomers of metalaxyl were
experimentally determined using a S/N ratio equal to 3 and 10,
respectively. LODs values were of 1.4 and 1.6 mg/L and LOQs were
4.6 and 5.3 mg/L for the first and the second enantiomer, respec-
tively. RLOD calculated considering the maximum concentration
of metalaxyl tested without loss on resolution (250 mg/L) and the
LOD for S-metalaxyl (1.4 mg/L) was 0.56%. Therefore, ~0.56% S-
metalaxyl could be detected.

Precision of the method was evaluated as instrumental repeata-
bility and intermediate precision. Instrumental repeatability was
determined from six repeated injections of two standard solutions
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(5 and 100 mg/L of each enantiomer). RSD values (%) obtained for
metalaxyl enantiomers were lower than 0.2% for migration times
and lower than 2.8% for corrected peak areas. Intermediate pre-
cision was assessed at the same concentration levels for three
consecutive days injecting each sample by triplicate. As it can be
observed in Table 5 the RSD values achieved for the enantiomers of
metalaxyl were from 1.8 to 2.2% and from 4.7 to 7.0% for analysis
times and corrected peak areas, respectively.

The effect of matrix interferences was investigated by compar-
ing the calibration slopes obtained by the external standard and
the standard addition calibration methods. The standard additions
calibration curve was obtained by spiking the commercial sample
with known concentrations of racemic metalaxyl (40, 70, 100 and
130 mg/L). p-Value of t-test for comparison of two calibration lines
was determined and as it can be observed in Table 5, the p-values
obtained for every commercial sample were >0.05 at a confidence
level of 95%. These results demonstrated the absence of matrix
interferences Accuracy was determined as the recoveries achieved
for metalaxyl. For this purpose the commercial formulation was
spiked with different known concentrations of racemic metalaxyl
standard solution (40, 70, 100 and 130 mg/L). The mean recover-
ies obtained were between 85.8 and 101.7% with average values of
94.0% for the first migrating enantiomer and 96.1% for the second
migrating enantiomer with RSDs of 3.2 and 5.4%, respectively.

Finally, the method was applied to the determination of
metalaxyl-M (R-metalaxyl) and its enantiomeric impurity ina com-
mercial fungicide product. The determined amount of metalaxyl-M
was 585+4mg/L that supposes an amount of 26% above the
labeled content, which can be consequence of a non controlled
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Table 5
Analytical characteristics of the CEC developed method.

Analytical characteristics Metalaxyl

First enantiomer (impurity) (S-metalaxyl)

Second enantiomer (R-metalaxyl)

Precision (RSD)

Concentration (mg/L) 5 100
Instrumental repeatability (n=6)
Ac, RSD (%) 1.6 16
t,RSD (%) 0.2 0.1
Intermediate precision (n=9)
Ac, RSD (%) 7.0 4.7
t,RSD (%) 1.8 22
Linearity
Linear range (mg/L) 5-250
Linear equation —0.488 +0.488x

Standard errors Sa=0.929, Sb=0.007

Determination coefficient (R?) 0.998
p-Value of ANOVA 0.127
Accuracy
Concentration (mg/L) +40 +70 +100
Recovery (%) 93.4 86.5 97.8
Median Recovery (%) 94.0+£5.4
LOD (mg/L) 14
LOQ (mg/L) 4.6
RLOD (%) 14
Study of matrix interferences
p-Value of t-tests
Sample 1 0.055

5 100

2.8 1.9
0.1 0.1

59 5.8
1.8 22

5-250

—0.717 +0.455x
Sa=0.887,Sb=0.007
0.998

0.132

+130 +40 +70 +100 +130
100.2 94.0 933 97.3 101.5
96.1+3.2

1.6
53
1.6

0.119

RLOD =100 x LOD i /Cinaj [28].

manufacture of the commercial product. In fact, our research group
found the same results in the quantification of metalaxyl in the
same samples by MEKC [31]. With respect to the enantiomeric
impurity, a percentage of 3.7% of S-metalaxyl was found.

3.4. Analysis of tap water and soil samples

The proposed CEC method was also applied to the analysis of
metalaxyl in tap water and soil samples. The samples were spiked
with the commercial formulation containing metalaxyl-M at con-
centration of approximately 150 mg/L (in the final extract) and
submitted to their corresponding sample treatment described in
the experimental section. For water and soil samples three dif-
ferent C-18 based SPE cartridges were tested but no difference
was observed among them. Fig. 4 shows the electrochromatograms
corresponding to soil and tap water samples spiked with the

40+

Metalaxyl-M

304

S-metalaxyl
Tap water sample

Metalaxyl-M

S-metalaxyl

Soil sample

1 .
10 15 20 T (min)
Fig. 4. Electrochromatograms obtained for tap water and soil samples spiked with
the commercial product containing only metalaxyl-M at a concentration of approx-
imately 75 mg/L (according to its label). Experimental conditions as in Fig. 3 for CEC
experiments. *Unknown peaks.

commercial product quantified above. As it can be observed, for
the soil sample the main enantiomer (R-metalaxyl) is clearly iden-
tified but an interfering peak appeared close to the enantiomeric
impurity (S-metalaxyl). On the other hand, for the tap water sam-
ple the extraction method employed was quite selective and the
peaks appearing in the electrochromatogram corresponded only
to the enantiomers of metalaxyl enabling to determine a concen-
tration of 161 +2 mg/L for metalaxyl-M (in the final extract) and a
percentage of 3.6% for S-metalaxyl.

4. Concluding remarks

Two novel polysaccharide-based chiral stationary phases,
known as Sepapak-2 and Sepapak-4, have been evaluated for the
separation of enantiomers of a group of 16 pesticides including her-
bicides, insecticides and fungicides. Each chiral stationary phase
gave optimal results under different separation conditions reaching
the chiral separation of seven pesticides on Sepapak-2 and nine pes-
ticides on Sepapak-4. The comparison between the results obtained
by CEC and nano-LC showed a clear advantage of CEC in terms
of efficiency and enantioresolution power. The CEC method was
applied to the determination of metalaxyl enantiomers in a com-
mercial pesticide formulation allowing the detection of impurities
up to 0.56% of S-metalaxyl in less than 15 min. Finally, soil and tap
water samples were also analyzed previous sample treatment by
SPE. Enantiomeric impurities may be easily detected in tap water
samples spiked with the commercial product but an interfering
peak appeared in the case of soil samples.
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CAPITULO VI

SEPARACION ENANTIOMERICA SIMULTANEA DE PCBs
Y SUS METABOLITOS METILSULFONADOS MEDIANTE
CROMATOGRAFIA DE GASES MULTIDIMENSIONAL
PARA LA DETERMINACION DE FRACCIONES
ENANTIOMERICAS






Separacion quiral simultinea de PCBs y MeSO,-PCBs por heart-cut MDGC

VI.1 INTRODUCCION

En la Introduccion de esta memoria se han descrito las caracteristicas de los PCBs y de
sus metabolitos metilsulfonados asi como los métodos analiticos desarrollados para su
determinaciéon. En efecto, ambos tipos de compuestos son altamente persistentes y
ademads son quirales pudiendo sus estereoisémeros poseer distinta toxicidad por lo que
su determinacién enantiomérica presenta un elevado interés tanto a la hora de evaluar la
toxicidad real de las muestras ambientales como para investigar su metabolismo o su

degradacién enantioselectiva.

Existen en la bibliografia diversos trabajos que describen la separacion quiral de PCBs
por distintas técnicas de separacion aunque la mas empleada ha sido sin duda la GC (ver
capitulo I de esta memoria). La gran mayoria de ellos emplean columnas derivadas de -
CDs, aunque también se ha estudiado el uso de columnas derivadas de y-CDs o incluso la
combinacién de ambas [310]. Con respecto a la separaciéon quiral de MeSO,-PCBs, la
primera separacion atropisomérica para estos compuestos se llevé a cabo en el afio 1998
por GC [311] y posteriormente se ha estudiado el empleo de diversas columnas derivadas
de B-CDs con este fin [177]. Sin embargo, en el momento de la realizacién de este trabajo
de investigacién no existia en la bibliografia ninguna referencia relacionada con la
separacion quiral simultdnea de estas dos familias de compuestos, lo que ha constituido
uno de los objetivos de esta Tesis Doctoral por el interés que presenta para entender el

metabolismo de estos compuestos.

Por estas razones, en este trabajo se ha empleado la MDGC en su modo heart-cut para
desarrollar un método analitico que permita la separacion simultdnea de PCBs y MeSO»-
PCBs y la posterior determinacién de sus fracciones enantioméricas en muestras
alimentarias. Este modo de GC, supone tal y como se ha explicado en la Introduccién de
esta memoria, una interesante alternativa a la GC convencional, especialmente para este
tipo de compuestos en los que el nimero de congéneres es muy elevado y poseen una

gran similitud quimica, lo que hace que las coeluciones entre los mismos sean
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practicamente inevitables. En este caso, en la primera dimensién se separarian todos los
analitos en una columna no quiral y solo aquellas fracciones en las que estén presentes los
congéneres quirales serian transferidas a la segunda columna de naturaleza quiral, de
manera que por un lado se resuelvan quiralmente los analitos de interés y ademas, al
transferir solamente pequefias fracciones a la segunda dimensién se eviten en gran
medida las interferencias y coeluciones con otros analitos. Si ademads, los dos sistemas
cromatogréaficos estan equipados con dos hornos independientes se puede llevar a cabo la
separacion en cada una de las dimensiones con distintos programas de temperatura, de
manera que se mejore la capacidad de pico y se puedan emplear columnas de

caracteristicas muy diferentes.

VI.2 OBJETIVOS

El objetivo del trabajo de investigacion recogido en este capitulo ha sido el desarrollo
de una metodologia analitica por MDGC en su modo heart-cut para la separacién quiral
simultdnea de PCBs y sus metabolitos MeSO»-PCBs y su posterior determinacién en

aceites de pescado e higado de ternera.

Con este fin se han planteado los siguientes objetivos concretos:

1. Optimizar las condiciones experimentales del sistema DEANS para la correcta

transferencia de las fracciones separadas en la primera dimensién a la segunda.

2. Evaluar distintas columnas cromatogréficas quirales derivadas de p-CDs para la

separacion enantiomérica de PCBs y MeSO,-PCBs.
3. Investigar el efecto de la longitud de la columna quiral empleada en la segunda

dimensién del sistema heart-cut MDGC sobre la separacion enantiomérica

obtenida para los distintos PCBs y MeSO,-PCBs.
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4. Optimizar los programas de temperatura utilizados en las dos dimensiones
cromatogréficas para reducir al maximo posible el tiempo de analisis sin perder la

resolucién obtenida en la separacién enantiomérica de estos compuestos.

5. Estudiar las caracteristicas analiticas del método optimizado con el fin de aplicarlo

al analisis de muestras reales.

6. Aplicar el método desarrollado a la determinacion de las fracciones
enantioméricas de los PCBs y MeSO,-PCBs estudiados en muestras de aceites de

pescado y de higado de ternera.

VI.3 RESULTADOS Y DISCUSION

Como se ha explicado en la Introduccion de esta memoria, el primer paso a la hora de
trabajar en heart-cut MDGC es la optimizacién de las presiones que se deben aplicar en el
dispositivo DEANS. La presién que se debe aplicar en uno u otro sentido para dirigir los
analitos hacia la segunda columna o hacia el detector de la primera dimensién, depende
de algunas variables experimentales como es la longitud de las columnas empleadas. Por
ello, en primer lugar se determiné (mediante la inyeccién de isooctano) que la presion
necesaria para llevar a cabo la correcta transferencia de las fracciones desde la primera a la
segunda dimensiéon, empleando para ello una columna VF-5 de 30 m de longitud en la
primera dimensién y diferentes columnas quirales en la segunda dimensién, todas ellas

de 30 m de longitud, era de 30 psi.

Una vez fijado este valor, se pasé a evaluar distintas columnas quirales (Chirasil-Dex
(2,3,6-tri-O-metil-p-CD), BGB-176 SE (20% 2,3-di-O-metil-6-O-tert-butildimetilsililo-p-CD)
y BGB-172 (25% 2,3,6-tert-butildimetilsililo-3-CD)), todas ellas de 30 m de longitud, con el
fin de evaluar su poder de separacién quiral y obtener la separacién enantiomérica del
mayor numero de PCBs y MeSO»-PCBs posible. Los experimentos se realizaron

empleando la misma columna VF-5 con un programa de temperatura que consistié en:
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80°C (2 min), a 30°C/min hasta 185°C (3 min), a 1.9°C/min hasta 234°C (10 min), a
2.0°C/min hasta 270°C (10 min) en la primera dimensién y diferentes gradientes de
temperatura, seleccionados en base a la experiencia previa del grupo de investigaciéon en
el campo de las separaciones quirales de PCBs, en la segunda dimensién [171, 312]. En las
condiciones de temperatura seleccionadas como 6ptimas para cada una de las columnas
quirales, la BGB-176SE proporciond los mejores resultados permitiendo la separacién
simultdanea de 6 MeSO-PCBs (4-MeSO,-CB91, 5-MeSO,-CB149, 4-MeSO,-CB149, 5°-
MeSO,-CB132, 4-MeSO,-CB132 y 5-MeSO,-CB174) y 6 PCBs (CB45, CB91, CB95, CB136,
CB149 y CB176). La columna Chirasil-Dex no resolvi6 quiralmente ningtin metabolito
aunque resolvié enantioméricamente 9 PCBs y con la columna BGB-172 tnicamente se
obtuvo la resolucién parcial de tres de los metabolitos y de 12 PCBs. A la vista de estos
resultados, y dado que la gran novedad de este trabajo es la separacién quiral simultdnea
de PCBs y MeSO»-PCBs, se seleccioné la combinacion de columnas VF-5 en la primera
dimensién y BGB-176 SE en la segunda dimensién, que es aquella que proporcioné
mejores resultados para los MeSO,-PCBs. Sin embargo, y debido al elevado punto de
ebullicién de los metabolitos y el relativamente bajo limite de temperatura de trabajo de
las columnas quirales (< 250°C), uno de los principales inconvenientes de la configuracién
de columnas seleccionada era sin duda los largos tiempos de analisis obtenidos que se

situaban en torno a los 600 min.

Con el fin de reducir los tiempos de andlisis obtenidos en la separacién quiral de los
doce analitos separados, se emplearon las mismas columnas en ambas dimensiones pero
de 15 m de longitud. En esas condiciones, la presién que habia que aplicar al dispositivo
DEANS fue de 19 psi y aunque se reducian los tiempos de andlisis, se observaba que los
PCBs y los MeSO»-PCBs eluian en la segunda dimensién en dos grupos muy separados
con un gran tiempo muerto entre ambos. Por ello, se cambi6 la parte final del programa
de temperatura empleado hasta el momento en la segunda dimensién, de forma que se
produjese una subida de temperatura mds rapida en la parte final del cromatograma y los
MeSO,-PCBs eluyesen lo antes posible de la columna. El programa final seleccionado fue:

100°C (1 min), a 5°C/min hasta 150°C (30 min), a 0.5°C/min hasta 160°C (10 min), a
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0.5°C/min hasta 172°C y a 20°C/min hasta 200°C (20 min) y con él se obtuvieron
resoluciones entre 0.5 y 1.3 para los PCBs y entre 0.6 y 2.4 para los MeSO»-PCBs,

disminuyendo el tiempo de andlisis de 600 min iniciales a 250 min.

Se evaluaron las caracteristicas analiticas del método desarrollado en términos de
LODs, repetibilidad y precisién, mostrando el potencial del mismo para su aplicacién a la
determinaciéon de las fracciones enantioméricas de los doce analitos estudiados en

muestras de aceites de pescado e higado de ternera.

Finalmente, el método desarrollado se aplicé a la determinacién de las fracciones
enantioméricas de los doce analitos estudiados en dos muestras de aceite de pescado y
una muestra de higado de ternera. En el caso de los aceites de pescado, se detectaron al
menos cuatro de los seis PCBs quirales estudiados mientras que para el higado de ternera
unicamente se detecté el CB95. Con respecto a la composicion enantiémerica, los PCBs 91
y 176 mostraron un claro enriquecimiento del enantiomero que elufa en segundo lugar en
el aceite de bacalao mientras que para el otro aceite, para el cual no se especificaba el tipo
de pescado en el envase, se observé un ligero enriquecimiento del primer enantiémero del
CB45 y del segundo enantiémero del CB136. Por su parte, los MeSO,-PCBs se detectaron
en una de las muestras de aceite de pescado y en el higado de ternera si bien no se
pudieron determinar porque se encontraban por debajo del LOD establecido para el

método.

El trabajo descrito en este capitulo se realizé6 durante una estancia de cuatro meses en
el Instituto de Quimica Orgéanica General Manuel Lora Tamayo del CSIC (Madrid) bajo la

direccién de las Doctoras Maria José Gonzalez y Belén Gémara.
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Los resultados obtenidos en este capitulo se recogen en el siguiente articulo cientifico:

Articulo 6

“Simultaneous enantioselective separation of polychlorinated biphenyls and their methyl sulfone
metabolites by heart-cut MDGC: Determination of enantiomeric fractions in fish oils and cow liver
samples”

V. Pérez-Fernandez, M. Castro-Puyana, M.]. Gonzalez, M.L. Marina, M.A. Garcia, B.
Goémara

Chirality 24 (2012) 577-583
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Simultaneous Enantioselective Separation of Polychlorinated
Biphenyls and Their Methyl Sulfone Metabolites by Heart-Cut MDGC:
Determination of Enantiomeric Fractions in Fish Oils and Cow
Liver Samples

VIRGINIA PEREZFERNANDEZ, > MARIA CASTRO-PUYANA,! MARIA JOSE GONZALEZ,' MARIA LUISA MARINA,?
MARIA ANGELES GARCIA,? axp BELEN GOMARA'™

LDepartment of Instrumental Analysis and Environmental Chemistry, Institute of General Organic Chemistry, CSIC, Madrid, Spain

2Department of Analytical Chemistry, Faculty of Chemistry, University of Alcald, Madrid, Spain

ABSTRACT  The potential of three capillary columns based on B-cyclodextrin (i.e., Chirasil-Dex,
BGB-172, and BGB-176SE) has been studied for the simultaneous enantiomeric separation of
polychlorinated biphenyls (PCBs) and methylsulfonyl metabolites of PCBs (MeSO»-PCBs) employ-
ing a heart-cut multidimensional gas chromatographic system (heartcut MDGC). Among the
columns studied, the BGB-176SE capillary column provided the best results, allowing the simulta-
neous enantioselective resolution of six MeSO,-PCBs and six chiral PCBs; the Chirasil-Dex column
did not resolve any of the studied MeSO,-PCBs; and a poor resolution was obtained for three
MeSO,-PCBs when the BGB-172 column was employed. The developed method was successfully
applied to two fish oil and one cow liver samples commercially available, which showed different
enantioselective pattern. PCBs 91 and 176 presented a clear enrichment of the second eluted atro-
pisomer in codfish oil, whereas in fish oil sample, slight enrichment of the first eluted atropisomer
of CB45 and the second eluted atropisomer of CB136 were observed. Chirality 24:577-583, 2012. ©

2012 Wiley Periodicals, Inc.

KEY WORDS: PCBs; MeSO,-PCBs; metabolites; multidimensional GC; food samples

INTRODUCTION

Polychlorinated biphenyls (PCBs) are synthetic organo-
chlorinated compounds that have been commercially available
since 1929.! Their high thermal stability and low flammability
made these compounds very appropriate to be employed in
transformers and capacitors. Because of their high toxicity,
PCBs were banned in most countries since 1970. However,
measurable levels of PCB can be found in the environment now-
adays because of their high persistence and bioaccumulation
through the food chain.

‘When xenobiotics enter a living organism, they usually form
metabolites by insertion of oxygen or sulfur into their mole-
cules.? The rate of PCB metabolism is dependent on several
factors: (i) the degree of chlorination, (ii) the substitution
pattern, and (i) the levels of P-450 isozymes and other drug
metabolizing enzymes in the target organism.®> Although, the
metabolic products are usually more water soluble than the
parent compounds and, therefore, they are supposed to be
more easily excreted, sometimes these products are still very
lipophilic, and they could be retained and found in some
tissues.

The metabolism of PCBs results in the formation of hydroxyl
PCBs (OH-PCBs) and methylsulfonyl PCBs (MeSO»PCBs).2
The presence of methylsulfonyl metabolites in a large number
of species such as humans®* or cetaceans™® has been reported,
and in some cases, their levels are comparable with the levels
of PCBs because they bind strongly to some proteins such as
uteroglobin and some lung-binding proteins.® The interest of
these metabolites not only resides in their persistence but also
cause several biological effects, such as induction of pulmonary
distress, perturbation of the catalytic activity of xenobiotic-
metabolizing enzymes, cytotoxicity, or negative effects on

© 2012 Wiley Periodicals, Inc.
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reproduction.? MeSO,-PCBs have been found in several biolog-
ical samples such as maternal and cord serum samples,” human
liver and adipose tissues,® cerebrospinal fluid and cerebellum
gray matter in dolphins,” blubber of whales,'® human milk, 12
and human brain and lung.'®

Only 78 PCBs, among the 209 possible congeners, exhibit
axial chirality in their non-planar configurations, but only 19 of
them present stable atropisomers at room temperature.’* As
their parent PCBs, MeSO,-PCBs also exhibit axial chirality if
the phenyl rings have an asymmetric chlorine substitution
pattern.

Whereas environmental physical and chemical processes
generally affect the two enantiomers of a known compound
at the same rate, biological processes may result in the
enrichment of one of the enantiomers because biological
macromolecules interact enantioselectively with them.' In
this sense, different biological and toxicological effects may
also be induced by the different atropisomers of PCBs and
MeSO,-PCBs.'5 Thus, the enantiomeric analysis of chiral
PCBs and MeSO,-PCBs may provide information about the
degradation or accumulation patterns of each atropisomer
through the food chains, the enzymatic degradation, and the
preferential membrane transport. Moreover, taking into
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account the formation of metabolites from PCBs, it would be of
great interest to determine the atropisomers of both families
simultaneously.

The enantioselective analysis of PCBs and MeSO,-PCBs
may be performed using different chromatographic techniques
being GG-ECD and GC-MS the most employed. The main
drawback when analyzing these compounds by GC-ECD
is the possible coelution between the atropisomers of
interest and other compounds present in the samples or
even between two or more PCBs and MeSO,-PCBs (chiral
or achiral). An alternative to solve the coelutions is the
use of multidimensional techniques, such as heart-cut
multidimensional gas chromatography (heart-cut MDGC),
where the components are subjected to two independent
separation mechanisms.'® In heart-cut MDGC, the first
dimension is employed to separate all the analytes present
in the sample and to select only those object of study (i.e.,
the chiral ones), which are transferred to the second
dimension for the enantiomeric separation.'® In the second
dimension, not only the enantioselective separation is
performed but also possible interferences are avoided
because it is very difficult that the achiral coeluting
compounds in the first dimension also coelute with the chiral
analytes in the second dimension.

The enantiomeric separation of chiral PCBs has been pre-
sented in several works employing cyclodextrin-modified chiral
stationary phases (CSPs). Most of the papers concerning
the enantioselective separation of PCBs employ CSPs based
on f-cyclodextrins (B-CDs), although some works have also
compared the results obtained with y-CD-based CSPs.2° The
combination of CDs to improve the enantioselective resolution
was also demonstrated by Magnusson et al.?! who carried out
the enantioseparation of 11 PCBs by using columns containing
mixed CDs.

On the other hand, the first enantioselective separation
of MeSO,-PCBs was performed in 1998 by Ellerichmann
et al.?? At the same time, Wiberg et al.?® evaluated the applicabil-
ity of several CD-based capillary columns in GC for the
enantioselective analysis of some methylsulfonyl metabolites.
However, to our knowledge, the simultaneous enantioselective
separation of PCBs and MeSO4,-PCBs by heart-cut MDGC has
not been reported yet.

The aim of this work was to develop a multidimensional
chromatographic method using the heart-cut technique
with chiral columns as second dimension to separate the
atropisomers of chiral PCBs and MeSO,-PCBs simulta-
neously. The method is applied to the determination of
enantiomeric fractions (EFs) of the target chiral com-
pounds in fish oil and cow liver samples. For this purpose,
the potential of several chiral columns in the second di-
mension of the MDGC has been studied, and the most
adequate temperature program has been fixed in order to
reduce the analysis times as much as possible without
losing enantiomeric resolution.

MATERIALS AND METHODS
Reagents and Samples

The standards of PCBs (numbers 45, 91, 95, 136, 149, and 176) and
MeSO.PCBs were purchased from Dr. Ehrenstorfer GmbH (Augsburg,
Germany) and Accustandard (New Haven, CT, USA), respectively. Table 1
summarizes the different MeSO,-PCB congeners determined, the abbrevia-
tions employed in this article, and their chemical structure. The names
Chirality DOI 10.1002/chir
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TABLE 1. Abbreviation and chemical structure of the different
MeSO,-metabolites investigated in this study

Abbreviation Structure
5-MeS0,-CB91 3-Methylsulfonyl-2,2,4,5,6-pentachlorobiphenyl
4-MeS0,-CB91 4-Methylsulfonyl-2,2,3,4,6-pentachlorobiphenyl

3-MeS0,-CB95
4-MeS0,-CB95
5-MeS0,-CB132
4-MeS0,-CB132

3-Methylsulfonyl-2,2,3,5,6-pentachlorobiphenyl
4-Methylsulfonyl-2,2,3,5,6-pentachlorobiphenyl
3-Methylsulfonyl-2,2,3,4,5,6-hexachlorobiphenyl
4-Methylsulfonyl-2,2,3,3,4,6-hexachlorobiphenyl

5-MeS0,-CB149  3-Methylsulfonyl-2,2,4,5,5,6-hexachlorobiphenyl

4-MeS0,-CB149  4-Methylsulfonyl-2,2,3,4,5,6-hexachlorobiphenyl

5-MeSO,-CB174  3-Methylsulfonyl-2,2,3,4,5,5,6-
heptachlorobiphenyl

4-MeSO,-CB174  4-Methylsulfonyl-2,2,3,3,4,5,6-
heptachlorobiphenyl

employed for the metabolites are according to Letcher et al.,? which are an
extension of the system applied for PCBs by Ballschmiter and Zell.?*

All the solvents used for sample preparation were of trace analysis grade.
Isooctane, acetone, and dichloromethane (Pestipur® grade) were provided
by SDS (Peypin, France) and hexane (SupraSolv®), silica gel, and sulfuric
acid by MERCK (Darmstadt, Germany). Anhydrous sodium sulfate was
purchased from J.T. Baker (Deventer, The Netherlands) and dimethyl
sulfoxide (DMSO) from Sharlau (Barcelona, Spain).

Commercial samples of fish oil pills (enriched with omega 3), one of them
of cod fish oil and the other not specified fish oil, and one liver sample were
acquired in herbariums and local supermarket in Madrid (Spain),
respectively.

Sample Preparation

Samples were extracted employing a method previously described? with
slight modifications. Approximately 0.5 g of fish oil was dissolved in 5ml of
hexane, mixed with anhydrous DMSO (1 ml), vortexed (10 min), and centri-
fuged (6 min, 3000 rpm). The DMSO fraction was re-extracted with hexane
(2ml), vortexed (3min), and centrifuged (6 min, 3000 rpm). The resulting
hexane fractions were combined. With this process, PCBs were extracted
from the oil sample in the hexane fraction, and MeSO»-PCBs remained in
the DMSO fraction. To re-extract the metabolites from the DMSO fraction,
1.5ml of cold water were carefully added and the tube was submerged in an
ice bath to avoid warming. This mixture was extracted with hexane (4 ml),
vortexed (5min), and centrifuged (6 min, 3000 rpm). The DMSO fraction
was re-extracted with hexane (3 ml).

‘The fraction containing PCBs was purified in a column containing 10 g of
activated silica gel modified with sulfuric acid (44% H,SO,). The column was
conditioned with 30 ml of hexane, and after sample loading, PCBs were
eluted with 30 ml hexane.

The fraction containing MeSO,PCBs was subjected to a multilayer
column that consisted of 0.1 g of activated silica gel, 0.4 g of activated silica
gel modified with potassium hydroxide (56% KOH), and 0.8 g of activated
silica gel modified with H,SO4 (44%). This column was conditioned with
8ml of hexane/dichloromethane (2:1, v/v). After sample loading, the
column was first washed with 8 ml hexane/dichloromethane (2:1, v/v); this
fraction was discarded; and finally, the MeSO,PCBs were eluted with
dichloromethane (25 ml).

Both PCBs and MeSO»PCBs fractions were combined, and the solvent
was changed to isooctane and reduced to 50 pul prior to analysis by heart-
cut MDGC.

For the liver sample analysis, a previous extraction of the lipids from the
sample was performed by matrix solid phase dispersion. Briefly, 3g of
freeze-dried sample was homogenized with 25 g anhydrous sodium sulfate.
The mixture was ground until a fine powder was obtained, and then it was
loaded in a column and extracted with acetone/hexane (1:1, v/v). The
extract was evaporated to dryness and reconstituted in 5 ml of hexane. After-
wards, this fraction was subjected to the same protocol explained earlier.



SIMULTANEOUS ENANTIOSEPARATION OF PCBs AND MeS0,-PCBs BY MDGC

Simultaneously, and because MeSO,-PCBs are present in real samples at
very low concentrations, a replicate of each sample was prepared, spiking
the samples with a mixture containing the six chiral MeSO»-PCBs in order
to obtain a final concentration of ca. 10 pg pl ™.

Blank samples were analyzed to identify possible contamination through-
out the analytical procedure, and no background interference was found.
‘The recovery of the sample preparation procedure was evaluated with a stan-
dard solution (containing 26 PCBs and 21 MeSO,-PCBs) that was subjected
to the whole process. The recovery values obtained for PCBs ranged from
70% (for CB126) to 101% (for CB153), except for PCBs 28 and 77 for which
the values were around 55%. Regarding MeSO»-PCBs, the recoveries were
slightly lower, with values from 46% to 107%.

Apparatus

Capillary columns. For heart-cut MDGC analyses, two VF-5 columns
of 15 and 30m (5% phenyl methylpolysiloxane, 0.25mm ID, 0.25 um film
thicknesses, Varian Middelburg, The Netherlands) were employed as
achiral column in the first dimension. Several CSPs based on B-CD were
used for the enantioselective separation in the second dimension, namely,
BGB-176SE (20% 2,3-di-O-methyl-6-O-tert-butyldimethylsilyl-3-CD diluted in
SE-52, 5% phenyl methylpolysiloxane) (15m and 30m x 0.25mm ID,
0.25pum film thickness, BGB Analytic, Schlossbickelheim, Germany),
BGB-172 (25% 2,3,6-tert-butyldimethylsilyl-3-CD diluted in PS086, 15%
phenyl methylpolysiloxane) (30m x 0.25mm ID, 0.25um film thickness,
BGB Analytic), and Chirasil-Dex (2,3,6-tri-O-methyl-3-CD chemically
bonded to polysiloxane) (30m x 0.25 mm ID, 0.25 um film thickness, Astec,
NJ, USA). Using these columns, we tested different column length combina-
tions: 15-15m (being a 15-m column in the first and second dimensions)
and 30-30m (having both columns of 30 m length).

Heart-cut MDGC. The chromatographic configuration employed con-
sisted of two GC systems (CP3800, Varian, CA, USA), each one equipped
with an independent oven and an ECD. The two chromatographs were
connected by an in-house pneumatically controlled three-piece valve
(DEANS switching system, composed of three Valco T-valves), placed in
the first oven, and a transfer line that connected the DEANS system with
the second dimension column located in the second chromatograph. Two
independent electronic pressure control units regulated the pressure at
the column inlet and the DEANS system. These pressures were carefully
set to allow the correct transfer of the selected fractions and the adequate
peak shape in the first column. In this work, the appropriate pressure
applied to the DEANS valve was found to be 19 psi, when a 15-15-m config-
uration was employed and 30psi when a 30-30-m configuration was
selected. Nitrogen was used as carrier gas at 25 psi (head pressure) in the
first configuration and at 40 psi in the second configuration. The transfer line
temperature was set at 300 °C.

Injections of 4 pl were performed in programmable temperature vaporiza-
tion mode (100°C hold 0.2 min, 300°C at 200°C min~" and hold 20 min; split-
less time 2.0min) employing an automatic injector (CP-8410 Autosampler,
Varian).

Regarding the ECDs, the temperatures were 300 °C for the achiral (first)
dimension and 250 °C for the chiral (second) dimension, and nitrogen was
used as make-up gas at a flow of 30 mlmin~".

Data Treatment

‘The values of areas and retention times were acquired using Workstation
5.52 software (Varian). Enantioselective resolutions were determined
according to eq. 1.

th—14

Rs=1.18 —————
W20y + Wi

(e))

where #; and t, correspond to the retention time of the first and
second eluting enantiomers, respectively, and W/, to the peak width at
the half height.
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‘The enantiomeric enrichment may be expressed by three different para-
meters: the enantiomeric ratio (ER), the EF, and the enantiomeric excess
(EE). However, EF is preferred because whereas for ER the values can go
from zero to infinity and for EE from 0% to 100%, EF can only range from
0 to 1.0, being 0.5 the value corresponding to a racemic mixture.”® The EF
values were calculated according to eq. 2.

TA+A

where A; and A, correspond to the area of the first and second eluting
enantiomer, respectively.

EF (2)

RESULTS AND DISCUSSION
Selection of the Capillary Columns: Simultaneous
Enantiomeric Separation of PCBs and MeSO»-PCBs in
B-CD-Based Columns

As mentioned earlier, B-CD-based capillary columns have
shown a powerful capacity for resolving the atropisomers of
chiral PCBs. In a previous work,?” the usefulness of several
chiral columns was demonstrated for the enantiomeric separa-
tion of PCBs. The Chirasil-Dex column provided the separation
of nine chiral congeners (PCBs 84, 91, 95, 132, 135, 136, 149,
174, and 176), the BGB-176SE column was found to resolve the
atropisomers of six PCB congeners (PCBs 45, 91, 95, 136, 149,
and 176), and the BGB-172 column allowed the enantioselective
separation of 12 congeners (PCBs 45, 84, 91, 131, 132, 135, 144,
149, 171, 174, 175, and 183). In the present study, the potential
of these three capillary columns was evaluated for the simulta-
neous separation of chiral PCBs and 10 chiral MeSO»PCB
metabolites (5-MeSO5-CB91, 3'-MeSO,-CB95, 5-MeS0,-CB132,
5MeSO»-CB149, 5-MeSO»-CB174, 4-MeSO5-CBI1, 4-MeSO,-
CB95, 4-MeS0O,-CB132, 4-MeS0O,-CB149, and 4-MeS0O,-CB174)
by using a VF-5 column in the first dimension. The length of
all columns in the preliminary assays was 30 m, and the temper-
ature program for the first dimension was always the same,
selected according to the results obtained in previous works
for PCBs®®: 80°C (2 min), at 30°Cmin~* to 185°C (3min), at
1.9°Cmin~! to 234°C (25min), and at 2.0°Cmin ! to 270°C
(10 min).

Using this kind of columns, the initial temperature programs
employed in the second dimension were selected following the
conditions described previously for the enantioselective separa-
tion of PCBs.2"?8 In order to maintain the enantioselective resolu-
tion for PCBs and to achieve the best resolution for MeSO»-PCB
metabolites, different temperature programs were tested.
Finally, for the Chirasil-Dex column, the temperature program
chosen was as follows: 100°C (1 min), at 5°Cmin! to 160°C
(30min), at 1°Cmin~! to 170°C (10min), at 1°Cmin! to
180°C (70 min), and at 5°Cmin " to 225°C (5min). For the
BGB-172 column, the most adequate temperature program was
as follows: 100°C (1 min), at 5°Cmin ' to 200 (30 min) and at
0.5°Cmin! to 230°C (30min). For the BGB-176SE column,
the second oven was ramped from 100°C (1 min), at 5°C min™"
to 150°C (30min), at 0.5°Cmin~' to 160°C (10min), at 1°C
min ! to 180°C (70 min), and at 5°Cmin~" to 225°C (5min).
The best results were achieved using the BGB-176SE column,
which enabled the enantiomeric separation of six MeSO»-PCB
metabolites (4-MeSO,-CB91, 5-MeS0,-CB149, 4-MeS0,-CB149,
5-MeS0O,-CB132, 4-MeS0,-CB132, and 5-MeSO,CB174) as
well as the separation of six chiral PCBs (PCBs 45, 91, 95, 136,
149, and 176) whose separation using this column has been
previously reported.2”?® Using this column, we achieved the total
separation of the enantiomers of all PCBs and MeSO»-CBs,

Chirality DOI 10.1002/chir



580

except for CB149, CB176, and 5'-MeSO,-CB132, for which only
partial resolution was obtained, as can be observed in Table 2.
On the other hand, using the Chirasil-Dex column, a really poor
separation was obtained of all the metabolites studied and using
the BGB-172 column only 4-MeSO»-CB132, 5-MeSO,-CB149
and 4'-MeSO,-CB174 were partially resolved. Therefore, BGB-
176SE was selected as the most adequate quiral column for
the simultaneous enantiomeric separation of PCBs and MeSO.-
PCBs.

Because of the high boiling points of MeSO»-PCBs and the
limited maximum temperature of chiral columns (lower than
250°C), the total analysis times were quite long. For this rea-
son, shorter columns (15m) were tested in both dimensions
with the aim of reducing the analysis times without losing
enantioselective resolution. The reduction in the dimension of
the BGB-176SE column resulted in a 2.3-fold decrease of the
analysis times (from 600min, approximately, to 250 min
using the final conditions). In conclusion, a VF-5-BGB-176SE
(15-15m) configuration was selected as the optimum.

Using the 15-15m configuration, the temperature program
in the second dimension were re-optimized in order to achieve
the best resolution and shorter analysis time for both PCBs and
MeSO,-PCBs. Because of the differences in the boiling points
of PCBs and the MeSO,-PCBs, the two families elute clearly
separated in the second dimension existing an important time
gap between both families. In order to maintain the enantiose-
lective resolution achieved for PCBs and reduce the retention
time of MeSO,-PCBs, the final part of the temperature program
was modified by employing a faster temperature ramp at the
end of the second oven program. Thus, the final temperature
program in second dimension was as follows: 100°C (1 min),
at 5°Cmin~! to 150°C (30min), at 0.5°Cmin ! to 160°C
(10min), at 0.5°Cmin~! to 172°C, and at 20°Cmin ' to
200°C (20 min). Higher final temperature results in an increase
of the background level for the last eluted atropisomers, and for
this reason, a maximum temperature of 200 °C was set. Under
these conditions, the analysis time was reduced in ca. 30 min,
and the resolutions values were maintained as it can be ob-
served in Table 2 (values ranging from 0.5 to 1.3 for PCBs
and from 0.6 to 2.4 for MeSO5-PCBs, being these values of
0.5-1.2 and 0.6-2.6 for PCBs and MeSO.-PCBs, respectively,
when initial conditions were employed). Figure 1 shows the
chromatogram corresponding to the enantioselective separa-
tion of six PCBs and six MeSO,-PCBs using the final conditions
described earlier.

Analytical Characterization of the Heart-Cut MDGC System
for the Simultaneous Determination of PCBs and
MeSO»-PCBs

After optimizing the separation conditions, the repeatability
of the developed method (VF-5/BGB-176SE 15-15-m column
configuration) was studied considering areas and retention
times for both first and second dimensions as well as the EFs
in the second dimension. The results obtained have been
summarized in Table 2. The relative standard deviation (RSD,
%) was calculated from the data of three consecutive injections
of a sample containing 10 pg pl~* of each chiral PCB congener
and MeSO.-PCB metabolite. As it can be observed in Table 2,
the RSD values, in both dimensions, were lower than 0.06%
and 9.2% for retention times and areas, respectively. Besides,
the RSD obtained for EF in the second dimension range
between 0.1% and 2.4%.
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TABLE 2. Analytical characteristics of the developed heart-cut MDGC method in terms of repeatability (RSD, %, n
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1.28
1.15
1.28
1.05
0.64
0.50
1.58
1.88
2.39
0.57
1.52
2.35

1.08
1.43
1.20
1.45
1.03
0.85
3.28
1.34
1.57
141
1.46
1.07

1.30
1.38
1.25
1.47
1.20
0.87
3.30
1.39
1.61
1.29
1.86
1.18

0.056
0.053
0.044
0.054
0.048
0.044
0.040
0.085
0.077
0.085
0.085
0.066

54

0.7
1.5
1.6
5.4

3.9
0.6
1.5
1.0
14
45
0.9

0.08
0.06
0.08
0.09
0.03
0.04
0.06
0.04
0.03
0.06
0.10
0.11

9.0
8.9
9.4
7.1
6.3
9.8
7.2
3.5
4.3
42
2.5
4.5

0.07
0.06
0.05
0.05
0.07
0.06
0.03
0.05
0.07
0.08
0.06
0.10

3.9
9.4
8.5
9.2
7.6
8.6
7.3
4.5
4.8
4.8
12.0
6.1

0.09
0.10
0.09
0.07
0.10
0.06
0.09
0.11
0.13
0.14
0.12
0.11

5.2
5.3
24
6.7
4.8
3.8
5.8
6.3
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6.6
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0.6

0.7
1.2
0.8
1.0
1.5

0.7
0.6
24
14
0.1
0.8

0.03
0.02
0.04
0.03
0.01
0.02
0.04
0.02
0.02
0.06
0.04
0.02
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3.8
4.6
4.0
2.7
5.0
5.8
7.5
8.3
8.3
2.6

0.04
0.03
0.03
0.03
0.02
0.02
0.01
0.02
0.03
0.02
0.05
0.02

5.7
5.6
5.3
6.1
5.8
2.6
6.3
6.8
5.7
9.2
8.1
3.9

0.03
0.01
0.04
0.06
0.03
0.06
0.02
0.01
0.03
0.06
0.05
0.06

3.8
3.5
3.8
2.0
3.8
34
4.7
4.3
41
3.9
2.7
3.9

CB45

CB9I1

CB95

CB136

CB149

CB176
4-MeSO»-CB91
5-MeS0,-CB149
4-MeSO,-CB149
5-MeS0,-CB132
4'-MeSO,-CB132
5-MeS0,-CB174
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Fig. 1. Second-dimension chromatogram corresponding to the chiral separation of a standard solution containing 100 pg ul~* of each selected chiral PCBs and
MeSO0,-PCBs by heart-cut MDGC, employing a VF-5/ BGB 176SE column configuration. Temperature programs employed are as follows. First dimension: 80°C
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The intermediate precision was also determined by analyzing
the same solution on 4 days over two different weeks (n=4).
RSD values were lower than 0.14% and 9.8% for retention times
and areas, respectively, with the exception of 4-MeSO,-CB132
for which the RSD value was 12% for areas. For EF, the RSD
values obtained were lower than 5.4%.

Finally, the method sensitivity was evaluated as the limit of
detection (LOD), which was calculated as a signal-to-noise ratio
equal to 3. The LOD of the studied congeners in the first dimen-
sion ranged between 0.040 and 0.085 pg pl~! and varied from
0.85 to 3.30pgul™! for the atropisomers in the second
dimension. The values for each analyte are shown in Table 2.

In addition, possible cross-coelutions were checked in order
to evaluate that no coeluting compounds, from different cuts,
were affecting the resolution of the enantiomers and compro-
mising the EF values when multiple transfers per run were
carried out. As it can be observed in Figure 1, there was no
cross-coelution among the chiral compounds investigated
when they were transferred to the second dimension in the
same chromatographic run. Besides, other possible cross-
coelutions were checked (results not shown) by using
standards solutions containing the chiral analytes among with
the most abundant PCB congeners and several MeSO,-PCBs
that used to be present in real samples, and no coelutions were
found in this sense.

Enantiomeric Separation of Chiral PCBs and MeSO»-PCBs
by Heart-Cut MDGC in Fish Oil and Cow Liver Samples:
Determination of EFs

The applicability of the developed method was evaluated by
analyzing the six chiral PCBs and the six chiral MeSO,-PCBs
in two fish oils and in a cow liver sample. The samples were
extracted according to the protocol described in Sample
preparation.

Figure 2 represents the EF values determined for PCBs in
standard solutions (containing 10 pg pl~! of each compound)
and in the real samples analyzed. As it can be observed in this
graphic, all the PCB congeners studied, except CB45, are
present in codfish oil in which PCBs 95, 136, and 149 showed
a racemic composition (EF equal to the standard) whereas a
clear enrichment of the second eluted atropisomer (EF < 0.5)
was observed for PCBs 91 and 176. In the case of fish oil, the
congeners detected were PCBs 45, 95, 136, and 149. Whereas

to 234°C (25min), and at 2.0°C min ™!
to 160°C (10 min), at 0.5°Cmin ! to 172°C, and at 20°C min* to 200°C (20 min).
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to 270°C (10 min). Second dimension: 100°C (1 min), at 5°C min~*
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Fig. 2. Profile of the enantiomeric fractions determined for PCBs in standard
solution, codfish oil, fish oil, and cow liver samples.

the EF for CB95 and CB149 is similar to the standard, for
CB45, a slight enrichment of the first eluting atropisomer is
observed (EFsampie > EFstandara), and for CB136, the opposite
behavior was found. Finally, for cow liver, only the racemic
presence of CB95 can be assured. Figure 3 shows the
chromatograms corresponding to the second dimension after
the heart-cuts realized for each sample in order to determine
the EF of CB95. As the individual atropisomers were not com-
mercially available, it was not possible to assign the two peaks
so that “a” is used to appoint the least retained atropisomer
and “b” the most retained one.

The MeSO,-PCBs could only be observed in the codfish oil,
for which some of the atropisomers could be observed provid-
ing signals below the limit of quantification (LOQ). For this
reason, the real samples were spiked with a standard solution
containing the six chiral MeSO»-PCBs to prove that the sample
preparation method and the chromatographic method were
suitable for the determination of these chiral compounds when
areal matrix is present. Figure 4 represents the second dimen-
sion chromatograms obtained for a codfish oil sample spiked
with 10pgpul™! of each chiral MeSO,PCBs and for the
same sample without spiking. Those atropisomers that can be
observed in the codfish oil below the LOQ have been pointed
with an asterisk.

Chirality DOI 10.1002/chir



582 PEREZFERNANDEZ ET AL.
2 2
g8 2 !
l,-"’\ r/ \ ,-"I \ Cow lrver
{ /! / EF=0.50
VAN S e
s
2 ;\
= I
% fll ﬁ: ’ :‘::I 48
J EF=Q,
g S ‘_“_"_._/"\__/"'\H_ . ____,/"r K_/—m_ //I,-:\\\_______‘_ .
(8] I.l'
w I

r\\ Jk/ ’/
4 N N
I I

\ Codfish ol

\ EF=0.48

—r—

550

min

|
57.5 G60.0 625

Fig. 3. Chromatogram obtained for the enantiomeric separation of CB95 in cow liver, fish oil, and codfish oil in the second dimension.
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CONCLUSIONS

An enantioselective method for the simultaneous separation
of PCBs and their methyl sulfone metabolites by heart-cut
MDGC is presented for the first time. After testing different
chiral columns and temperature programs, we achieved the
simultaneous enantioseparation of six PCBs the simultaneous
enantioseparation of six PCBs and six MeSO2-PCBs was
achieved by employing a column configuration consisting of a
VE-5 column in the first dimension and a BGB-176SE chiral col-
umn in the second dimension. The method was characterized
in terms of repeatability, intermediate precision, and limits of
detection, and satisfactory results were obtained for areas,
retention times, and EFs. The developed methodology was
successfully applied to the determination of EFs of the 12
selected analytes in two fish oils and a cow liver sample. CB95
was the main chiral congener in the studied samples, and no
enantioselective enrichment was observed for it in the analyzed
samples. Other chiral PCBs were found in oils but not in liver
samples. The low MeSO,-PCB concentrations in real samples
did not allow the calculation of the EFs.
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Separacion y determinacion de ftalatos parentales por EKC

VII.1 INTRODUCCION

En las sociedades industrializadas, el ser humano esta expuesto a un amplio abanico
de compuestos quimicos sintéticos que llegan al cuerpo humano a través del aire, agua,
alimentos y también a través de los productos de cuidado personal. Este es el caso de los
ftalatos cuyas caracteristicas y antecedentes bibliograficos se han descrito en la

Introduccién de esta memoria.

Como ya se ha mencionado, los ftalatos son compuestos quimicos que se emplean en la
fabricacién de todo tipo de materiales, especialmente plasticos. Sin embargo, existe otro
uso menos conocido pero realmente preocupante como es la adicién de los mismos en
muchos productos de cuidado personal. En cosmética los ftalatos se afiaden como aditivos
a todo tipo de productos [197]. Sin embargo, en los tltimos afos se ha prestado especial
atencion a estos compuestos por los indicios que ponen en evidencia su toxicidad [79,
187], su comportamiento como disruptores endocrinos [188] y como compuestos
carcinogénicos [189], teratogénicos y mutagénicos [190] (ver Capitulo I de esta memoria).
Hay que considerar que todos estos productos estan en contacto continuo con la piel y que

los ftalatos se absorben facilmente y pasan al torrente sanguineo.

A pesar de que el uso de ftalatos en los productos cosméticos estd cada vez mas
controlado y existen ciertas normativas que prohiben totalmente el empleo de algunos de
ellos (DEHP, DBP, BBP), cabe destacar que existe una gran variedad de ftalatos que
pueden ser afiadidos a los mismos y que aun no han sido sometidos a regulacion alguna.
Es por ello que se considera de gran importancia desarrollar nuevos métodos analiticos
que permitan la determinacion de ftalatos en cosméticos con el fin de asegurar la

seguridad de los mismos para el consumidor.

La determinacion de ftalatos parentales clasicamente se ha realizado por GC [198, 313,
314] ya que son suficientemente volatiles y térmicamente estables. Sin embargo, en los

altimos afos se han utilizado también las técnicas de HPLC y CE. El empleo de CE ha
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sido limitado y en la mayoria de los escasos trabajos publicados los ftalatos estudiados
han sido los més hidrofébicos [211, 212]. Ademads, a pesar de la destacada presencia de
estos compuestos en todo tipo de matrices, las muestras analizadas se limitan a suero,
suelos y pdlvora, no existiendo ningun trabajo relacionado con la determinacién de

ftalatos en productos cosméticos por CE.

Por este motivo, el proposito de este trabajo de investigacion fue desarrollar un
método por CE que permitiera la separacion simultdnea de diez ftalatos parentales
comunmente empleados en la fabricacién de productos de uso cotidiano y su aplicacién al
analisis de cosméticos. Con el fin de conseguir la separacion de los diez analitos de interés
y teniendo en cuenta el caracter neutro de estos compuestos en todo el intervalo de pH y
la elevada hidrofobicidad de alguno de ellos, se eligi6é el modo de separacién CD-MEKC
empleando como pseudofases estacionarias tensioactivos aniénicos (sales biliares) en

combinaciéon con CDs neutras.

VII.2 OBJETIVOS

El objetivo del trabajo de investigacion presentado en este capitulo ha sido el
desarrollo de un método por EKC para la separaciéon simultanea de diez ftalatos
parentales (DMP, DEP, DBP, DAP, DPP, DNPP, BBP, DCP, DEHP y DNOP) comtnmente

empleados en la elaboraciéon de productos cosméticos.
Con este fin se plantearon los siguientes objetivos concretos:
1. Investigar el potencial de distintas sales biliares (SC, SDC, STC y SDTC) como fase
pseudoestacionaria en EKC para la separaciéon simultdnea de los diez ftalatos

parentales estudiados.

2. Estudiar el efecto de utilizar distintas CDs de caracter neutro (B-CD, y-CD, Me-f-
CD, DM-B-CD, TM-B-CD, HP-B-CD y Ac-B-CD) en combinacién con las sales
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biliares como medio para obtener la separacién completa de los diez ftalatos

parentales.

3. Desarrollar un método analitico por CD-MEKC que permita la separacion
simultanea de los diez ftalatos parentales con la mayor resolucion posible y en el

menor tiempo de analisis.

4. Evaluar las caracteristicas del método analitico desarrollado en términos de
linealidad, LODs y LOQs, precisién y selectividad con el fin de aplicarlo a la

determinacién simultdnea de estos compuestos en perfumes.

5. Determinar los contenidos de los ftalatos presentes en una serie de quince

perfumes disponibles comercialmente.

VIL3 RESULTADOS Y DISCUSION

Los ftalatos son compuestos neutros y para poder obtener su separaciéon por CE es
necesario afadir al BGE una pseudofase cargada que interaccione de forma selectiva con
los analitos. En los trabajos descritos en la bibliografia en los que se emplea MEKC como
modo de CE para la separacion de ftalatos se afiade SDS como tensioactivo aniénico al
medio de separacién; sin embargo, se sabe que las sales biliares ofrecen ciertas ventajas
con respecto al SDS [315] y es por ello, que en este trabajo se decidi6 evaluar el empleo de
las mismas como pseudofases estacionarias de naturaleza aniénica. Asi, se evaluaron
cuatro sales biliares (SC, SDC, STC y STDC) todas ellas a una concentracion de 50 mM en
un tampoén borato 100 mM (pH 8.5) con un capilar de 50 pm x 50 cm (58.5 cm 1.t.), una
inyeccién hidrodindmica de 50 mbar x 2 s, a temperatura de 25°C, voltaje de separacién de
25 kV y a tres longitudes de onda de deteccion UV: 210+2 nm, 240+2 nm y 3252 nm (sin
referencia). En estas condicones, tinicamente STDC y SDC ofrecieron resultados positivos,
ya que con las otras dos sales biliares (SC y STC) solamente se pudieron detectar los

ftalatos més hidrofilicos, no pudiéndose detectar los demds ni en un tiempo de 60 min.
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Con STDC los tiempos de analisis obtenidos estuvieron en torno a los 55 min y con SDC
fueron de tan solo 9 min. Por este motivo, se seleccioné la sal biliar SDC como la
pseudofase mas adecuada para la separacion de los diez ftalatos estudiados. A pesar de
ello, el empleo de esta sal biliar itnicamente permiti6 la separacién total de cuatro ftalatos,
los mas hidrofilicos (DMP, DEP, DAP y DPP), mientras que aquellos que eran mas
hidrofébicos y por lo tanto interaccionaban mas fuertemente con la micela, coeluian todos

juntos en un solo pico al final del electroforegrama.

Con el fin de mejorar los resultados obtenidos, se estudi6 el efecto de la concentraciéon
de SDC en el intervalo 25-100 mM sobre la resolucién obtenida para los diez ftalatos
seleccionados. El aumento en la concentraciéon de sal biliar, dio lugar a un aumento de los
tiempos de retencién, pero también, a la obtencién de picos electroforéticos mas estrechos
y mejor resueltos, en parte debido al efecto solubilizador de las sales biliares. Por este

motivo, se selecciond la concentracién maés elevada de SDC de 100 mM.

Posteriormente, se estudi6 el efecto de la adicién de distintos modificadores organicos
al medio de separacién. Para ello, se probaron dos modificadores organicos, MeOH y
ACN, a un porcentaje del 10 % v:v. En este caso, la resoluciéon obtenida con ambos
modificadores fue muy similar pero los tiempos de analisis obtenidos fueron menores con
ACN (45 min) que con MeOH (60 min), por lo que se seleccioné ACN como modificador
organico. En las condiciones optimizadas hasta el momento (SDC 100 mM en tampén
borato 100 mM (pH 8.5) con un 10 % v:v de ACN) se obtuvo la completa resolucién de
nueve de los diez ftalatos estudiados ya que los dos ftalatos que eluian en ultimo lugar
(DEHP y DNOP) lo hacfan en un solo pico. Por ello y con el fin de obtener la separacion
de estos dos analitos se estudi6 la adicién de diferentes CDs como segunda pseudofase

estacionaria al medio de separacion.

El empleo de distintas CDs neutras (p-CD, y-CD, Me-p-CD, DM-B-CD, TM-3-CD, HP-
B-CD y Ac-p-CD) en combinacién con SDC demostré que un sistema con dos fases
pseudoestacionarias era capaz de proporcionar la separacion simultinea de los diez

ftalatos seleccionados, al menos parcialmente. De todas las CDs neutras que se probaron
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en combinacién con el tensioactivo, solamente la p-CD, Me-p-CD, HP-p-CD y Ac-p-CD
proporcionaron resultados positivos y ademds similares, obteniéndose la resolucién total
de ocho ftalatos y la resolucién parcial de DNOP y DEHP. Sin embargo, con la p-CD las
resoluciones obtenidas eran en general mucho mejores en tiempos de analisis similares,
por lo que se seleccioné esta CD y se estudi6 el efecto de su concentracion en el intervalo
5-25 mM. Asi, al aumentar la concentracién de B-CD aumentaban las resoluciones
obtenidas, consiguiéndose a una concentracién de 25 mM de pB-CD resoluciones entre 3.1
y 25.6 para todos los compuestos, excepto para DEHP y DNOP para los cuales se obtuvo

una resolucién de 0.8, en tiempos de anélisis de aproximadamente 17 min.

El siguiente paso consistié en la optimizacion de otras variables experimentales como
son el porcentaje de ACN en el BGE, el voltaje de separacién aplicado y la naturaleza del
tampon de separacion. El efecto del porcentaje de ACN en el medio de separacion se
estudi6 en el intervalo 5-15 % v:v con el fin de mejorar la resolucién obtenida. Mientras
que un porcentaje de ACN inferior al empleado hasta el momento daba lugar a la pérdida
casi completa de la separaciéon obtenida para los compuestos mas hidrofébicos, un
aumento del porcentaje de ACN no proporcioné ningtin beneficio evidente por lo que se
decidié6 mantener el 10 % v:v de ACN empleado hasta el momento. A continuacién, se
estudio el efecto del voltaje de separacion y con el fin de reducir los tiempos de analisis se
decidié aumentar el voltaje aplicado a 30 kV. Este cambio no influyé para nada en la
resolucién obtenida para los diez ftalatos pero redujo los tiempos de analisis a tan solo 12
min. Por dltimo, se estudio el efecto de la naturaleza del tampon de separacién y para ello
se probo el empleo de un tampén de naturaleza organica (CHES 100 mM (pH 10.0))
esperando que ayudase a la solubilizacién de los compuestos y ofreciese una mejor
resoluciéon de los analitos. Sin embargo, el tampén orgénico CHES no proporcioné
ninguna mejora en la resolucién obtenida, siendo los tiempos de anélisis superiores a los
obtenidos anteriormente, por lo que se decidi6 seleccionar el tampén borato 100 mM (pH

8.5) como el medio 6ptimo.

Las condiciones experimentales finales seleccionadas como 6ptimas (capilar 50 pm x

58.5 cm (50.0 cm Lt), BGE: SDC 100 mM {3-CD 25 mM en tampén borato 100 mM (pH 8.5)
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conun 10 % v:v de ACN, 25°C, 30 kV, inyeccién hidrodindmica 50 mbar x 2 s, longitud de
onda de detecciéon: 210+2 nm, 240+2 nm y 32542 nm (sin referencia)) permitieron llevar a
cabo la separacién de los diez ftalatos parentales estudiados en un tiempo de andlisis
inferior a 12 min y con resoluciones mayores a 3.1 para todos los compuestos excepto para
DEHP y DNOP, para los que se obtuvo solo la resolucién parcial (0.8) pero suficiente para
poder diferenciarlos en el analisis de muestras reales. En comparacién con otros trabajos
presentes en la bibliografia para la separacion de ftalatos parentales mediante CE, este
trabajo supone una mejora considerable en los resultados obtenidos especialmente desde
el punto de vista del tiempo de andlisis alcanzado que es de tan solo 12 min con respecto a
los 40-58 min obtenidos por otros autores [215, 216], asi como, desde el punto de vista del
nimero de compuestos separados simultdineamente siendo ésta la primera vez que se

describe la separacién simultdnea de 10 ftalatos parentales por CE.

Posteriormente y con el fin de aplicar el método desarrollado a la determinacién y
cuantificacién de los ftalatos estudiados en perfumes y aguas de colonia, se evaluaron las
caracteristicas del método en términos de linealidad, LODs y LOQs, precision y

selectividad, demostrando su validez para este fin.

El método desarrollado se aplicé a la determinacién de los ftalatos en perfumes y
aguas de colonia tanto para adultos como infantiles. De las quince muestras analizadas,
solamente en cuatro de ellas no se detecté ninguno de los ftalatos estudiados mientras que
las once muestras restantes contenian al menos, uno de los ftalatos estudiados. De todos
ellos, los ftalatos que pudieron ser determinados en las muestras analizadas fueron DMP,
DEP, DAP, DNPP o DCP, siendo el DEP el que se encontr6 en un mayor ndamero de
productos. Este compuesto se detectdé en diez de las muestras analizadas a
concentraciones entre 76 y 3115 mg/L. Con respecto a DAP y DNPP, se pudieron
determinar en un perfume cada uno mientras que DMP y DCP estaban presentes en tres
perfumes cada uno. Decir que de las cinco muestras de aguas de colonia infantiles
analizadas, en tres de ellas se detect6 el DEP y en dos de ellas no se detecté ninguno de los

analitos estudiados. Por tdltimo destacar, que ninguno de los ftalatos prohibidos en
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productos cosméticos (DEHP, DBP y BBP) se encontré ni en los perfumes ni en las aguas

de colonia analizadas en este trabajo.
Los resultados obtenidos en este capitulo se recogen en el siguiente articulo cientifico:

Articulo 7

“Separation of phthalates by cyclodextrin modified micellar electrokinetic chromatography.
Quantitation in perfumes.”

V. Pérez-Fernandez, M.]. Gonzélez, M.A. Garcia, M.L. Marina

Analytica Chimica Acta, en prensa.
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Abbreviations:

Ac, Corrected peak areas; Ac-p-CD, acetyl-B-CD; BGE, background electrolyte; BBP,
benzyl butyl phthalate; CD, cyclodextrin; CD-MEKC, cyclodextrin modified micellar
electrokinetic chromatography; CHES, n-cyclohexyl-2-aminoethanesulfonic acid; DAD,
diode array detector; DAP, diallyl phthalate; DCP, dicyclohexyl phthalate; DBP, di-n-
butyl phthalate, DEHP, diethyl hexyl phthalate; DEP, diethyl phthalate; DiBP, diisobutyl
phthalate; DM-p-CD, dimethyl-3-CD; DMP, dimethyl phthalate; DNPP, di-n-pentyl
phthalate; DNOP, di-n-octyl phthalate; DPP, di-n-propyl phthalate; DPhP, diphenyl
phthalate; EOF, electroosmotic flow; HP-B-CD, hydroxypropyl-B-CD; k, capacity factor;
LOD, limit of detection; LOQ, limit of quantitation; Me-B-CD, methyl-p-CD; PVC,
polyvinyl chloride plastics; SC, sodium cholate; SDC, sodium deoxycholate; SDS, sodium
dodecyl sulfate; STDC, sodium taurodeoxycholate; STC, sodium taurocholate; SPE, solid
phase extraction; TM-[B-CD, trimethyl-p-CD.
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Abstract

A new CE method has been developed for the simultaneous separation of a group of
parent phthalates. Due to the neutral character of these compounds, the addition of
several bile salts as surfactants (sodium cholate (SC), sodium deoxycholate (SDC), sodium
taurodeoxycholate (STDC), sodium taurocholate (STC)) to the separation buffer was
explored showing the high potential of SDC as pseudostationary phase. However, the
resolution of all the phthalates was not achieved when employing only this bile salt as
additive, being necessary the addition of neutral cyclodextrins (CD) and organic modifiers
to the separation media. The optimized cyclodextrin modified micellar electrokinetic
chromatography (CD-MEKC) method consisted of the employ of a background electrolyte
(BGE) containing 25 mM p-CD-100 mM SDC in a 100 mM borate buffer (pH 8.5) with a 10
% (v/v) of acetonitrile, employing a voltage of 30 kV and a temperature of 25°C. This
separation medium enabled the total resolution of eight compounds and the partial
resolution of two of the analytes, di-n-octyl phthalate (DNOP) and diethyl hexyl phthalate
(DEHP) (Rs ~0.8), in only 12 min. The analytical characteristics of the developed method
were studied showing their suitability for the determination of these compounds in
commercial perfumes. In all the analyzed perfumes the most common phthalate was
diethyl phthalate (DEP) that appeared in ten of the fifteen analyzed products. Also
dimethyl phthalate (DMP), diallyl phthalate (DAP), dicyclohexyl phthalate (DCP), and di-
n-pentyl phthalate (DNPP) were found in some of the analyzed samples.

Keywords: Phthalate; micellar electrokinetic chromatography; Bile salt, Cyclodextrin;

Perfume.
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1. Introduction

Phthalates are man-made chemicals produced worldwide in more than 1 million tons
each year since 1920°s [1]. The term phthalate is referred to a class of chemicals derived
from 1,2-benzenedicarboxylic acid that are dialkyl or alkylarylester substituted. The

length of the alkyl chain determines the application field of the phthalate.

Phthalates with higher molecular weights, such as diethyl hexyl phthalate (DEHP) are
commonly used as additives and plasticizers in polyvinyl chloride plastics (PVC).
Approximately 93 % of all plasticizers employed in the world are phthalates and the
remaining percentage corresponds to esters and polyesters based on adipate, phosphoric
acid, sebacic acid, etc. [2]. Those phthalates with lower molecular weights such as diethyl
phthalate (DEP) and dimethyl phthalate (DMP) are commonly used as solvents and
odorless diluents in cosmetic products such as deodorants, hair products and perfumes [3,

4] and they are also used as additives in the textile industry and in pesticide formulation

[5].

Phthalates have received special attention in the last years due to their ubiquitous
presence in the environment [6], the clear evidences of their reproductive toxicity [7, 8],
and their estrogenic activity [9]. The European Union has published a list of priority
substances with a potential endocrine disrupting action, which includes di-n-butyl
phthalate (DBP) and DEHP [10]. Moreover, they are also suspected of being carcinogenic,
teratogenic, and mutagenic [11] being these evidences more strong for DEHP [12, 13]. Due
to the fact that phthalates when employed in polymers, are not chemically bounded to the
polymer, they can leach or outgas into the surrounding media and they are present in the
environment in great amounts. On the other hand, although the toxicological information
of phthalates is huge, there is little information about the pathways of human exposure to
phthalates. However, their presence in milk and urine demonstrates the human exposure
to these compounds [14]. Humans are exposed to phthalates in numerous ways, i.e., by
migration of phthalates into foodstuff, by dermal adsorption of phthalates from cosmetics,
or by inhaling air containing them [15]. According to the US Environmental Protection

Agency (EPA) phthalates such as DMP, DEP, DBP, benzyl butyl phthalate (BBP), DEHP,
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and di-n-octyl phthalate (DNOP) are listed as the priority pollutants among the phthalate
esters [16].

In the field of their use in cosmetic products, the article 4 of the European directive
76/768/EEC, modified by the European directive 2004/93/CE, specifies the substances
that due to their classification as carcinogenic, mutagenic or toxic to reproduction are
forbidden in cosmetic products [17]. In this situation phthalates like DEHP, DBP, and BBP

have been prohibited in cosmetics [17].

For all these reasons, there is a great interest in the development of new and rapid
methods for the determination of parent phthalates in several matrices. The analysis of
phthalates is mostly performed by GC because they are enough volatile and thermostable.
The works reported in the literature concerning the separation and determination of
phthalates by GC involve in general mass spectrometry detection as it has been reported
by LaFleur and Schug [18]. Moreover the determination of phthalates by GC could
involve a previous derivatization step that makes the sample preparation more tedious
[19, 20]. However, the development of miniaturized approaches for the extraction, that
can be easily coupled to GC, have resulted in more efficient sample enrichment. This is for
example the case of solid phase microextraction (SPME) [21], dispersive liquid-liquid
microextraction (DLLME) [22], etc. that have been successfully coupled to GC for the
determination of phthalates. In recent years there is an increasing attention on the
analysis of phthalic esters by HPLC and CE. HPLC is an especially interesting alternative
for the analysis of isomeric mixtures of phthalates [23], and the employ of UPLC systems
gives opportunities to improve chromatography in terms of separation, efficiency and
detection limits due to the lower dilution of the sample [24]. Ultraviolet detection has been
used for phthalate determination in several works [25] however, the use of MS has
increased in recent years [26, 27]. On the other hand, CE offers lower analysis times, lower
consumption of reagents, higher efficiency and simplest methodology. There are several
works concerning the separation of phthalates by CE in the literature [16, 28-33]. In all of
them, due to the neutral character of these analytes, a charged pseudostationary phase is
added to the separation buffer. In most works sodium dodecyl sulfate (SDS) is the added

surfactant in order to give mobility to the analytes [16, 28, 29, 31-33]. However, in most of
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these works only the most hydrophilic phthalates were analyzed or no effective
separation was achieved for those phthalates with higher octanol-water partition
coefficients (i.e. DEHP and DNOP) [16]. Moreover in almost all the works reported the
number of phthalates separated is lower than six. On the other hand bile salt monomers
are more polar than SDS, and lead to a general reduction of capacity factor (k) values of
hydrophobic compounds. Also bile salt micelles can tolerate a higher concentration of
organic solvents that usually helps the separation [34]. In this sense Guo et al. [35]
employed for the first time a bile salt as pseudostationary phase for the separation of six
parent phthalates. In this work the employ of sodium cholate (SC) as pseudostationary
phase allowed the separation of six phthalates but the analysis time achieved was around
40 min. Finally Sirimanne ef al. [30] employed a C18 capillary column for capillary
electrochromatography experiments achieving the separation of seven phthalates (DMP,
DEP, diallyl phthalate (DAP), diphenyl phthalate (DPhP), BBP, DBP, and diisobutyl
phthalate (DiBP)) in only 6.3 min. Furthermore it has to be noticed that the samples
analyzed by CE were soil, serum and gunshot samples and that there is no work in the

literature for the analysis of cosmetic samples by this separation technique.

The main problem when analyzing phthalates is the contamination that may result in
false positive results. Due to the fact that phthalates are present in the whole analytical
environment (gloves, adsorbed on glass, water, air, analytical equipment, etc.) all the
material employed needs to be very carefully cleaned and all type of plastic materials

must be avoided [36].

The aim of this work was to evaluate different pseudostationary phases (including bile
salts and cyclodextrins) for the development of a rapid and simple CE method for the

simultaneous separation of ten phthalates and their determination in perfume samples.
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2. Materials and methods

2.1 Reagents and Samples

All reagents employed for the preparation of background electrolytes (BGEs) and
samples were of analytical grade. Boric acid was supplied from Fluka (Buchs,
Switzerland), sodium hydroxide from Merck (Darmstadt, Germany), methanol and
acetonitrile were purchased from Scharlab (Barcelona, Spain), and n-cyclohexyl-2-

aminoethanesulfonic acid (CHES) was from Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA).

B-CD, methyl-p-CD (Me-p-CD) (DS ~ 12), and trimethyl-p-CD (TM-p-CD) were
supplied by Fluka, y-CD, hydroxypropyl-p-CD (HP-B-CD) (DS ~ 3), and acetyl-p-CD (Ac-
B-CD) (DS ~ 7) by Cyclolab (Budapest, Hungary) and dimethyl-p-CD (DM-B-CD) (DS~
14-17) was supplied from Sigma Aldrich. Bile salts SC, sodium deoxycholate (SDC),
sodium taurodeoxycholate (STDC) and sodium taurocholate (STC) were from Sigma

Aldrich.

Standards of the phthalates, which structure is presented in Figure 1, DMP, DEP, DAP,
DPP, DBP, DNPP, DCP, BBP, DEHP, and DNOP were supplied from Sigma. The
perfumes were acquired in cosmetic shops in Alcald de Henares (Madrid, Spain). A total

amount of 15 perfume samples was analyzed.

The LC-C18 cartridges employed for clean-up of the samples were from Supelco
(Bellefonte, PA, USA).

Water used to prepare all solutions was purified in a Milli-Q system from Millipore

(Bedford, MA, USA).
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Figure 1: Structures of the selected parent phthalates.

2.2 Apparatus

A HP?PCE system from Agilent Technologies (Palo Alto, CA, USA) with a diode array
detector (DAD) was employed for the experiments. Instrument control and data
acquisition were performed with the HP3PCE ChemStation software. Separations were
performed in an uncoated fused-silica capillary of 50 pm i.d. (375 um o.d.) with a total
length of 58.5 cm (50.0 cm to the detector) purchased from Polymicro Technologies
(Phoenix, AZ, USA). UV detection was performed at 210 + 2 nm, 240 £ 2 nm and 325 + 2
nm. The UV detection wavelength selected for quantitation was 240 + 2 nm, because
although at this wavelength the absorption of phthalates is lower, there are less
interferences than at 210 + 2 nm and the signal to noise ratio (5/N) is higher. The
wavelength 325 + 2 nm was employed to identify interferences because at this wavelength
phthalates do not absorb. A pH-meter model 744 from Metrohm (Herisau, Switzerland)
was used to adjust the pH of the separation buffers. All the solutions were degassed in an

ultrasonic bath Ultrasons-H from J.P. Selecta (Barcelona, Spain).
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2.3 Glassware cleaning

Special care was taken to avoid the contact of reagents and solvents with plastic
materials. All glassware was cleaned prior to the analysis according to the
recommendations specified in the section 4.1.2 of U.S. EPA Method 506 [37]. All glassware
was cleaned as soon as possible after its use by rinsing with the same solvent of the
solution that was stored in the recipient. Next it was washed with hot water and detergent
and rinsed with Milli-Q water. It was dried and heated in a muffle furnace at 400°C for
one hour. After cooling, the glassware was sealed with aluminum foil and stored in a

clean environment to prevent accumulation of dust and other contaminants.

2.4 Procedure

Before first use, the new capillary was rinsed with 1 M NaOH for 30 min, followed by
5 min with water and finally 60 min with the separation buffer at 25°C. The capillary was
rinsed between runs with 0.1 M NaOH for 2 min, water for 2 min, and BGE for 5 min. At
the end of each day the capillary was rinsed with 5 min water, 5 min 0.1 M NaOH and 5

min water. The capillary ends were maintained during the night in Milli-Q water.

Running buffers were prepared by dissolving the appropriate amount of boric acid or
CHES in Milli-Q water and adjusting the pH to the desired value with 1 M or 0.1 M
NaOH. The final volume was adjusted by adding Milli-Q water to get the desired buffer
concentration. BGEs were prepared by dissolving the appropriate amount of different
CDs and bile salts in the running buffer containing the organic modifier selected in each

experiment.

Stock standard solutions of parent phthalates were prepared by dissolving the
appropriate amount of the compound in methanol up to a final concentration of 1000 mg
L1 and 10000 mg L. To prepare the working solutions, different aliquots were diluted in
methanol to obtain concentrations of each phthalate between 30 and 500 mg L for the
calibration by the external standard method. When standard addition calibration method

was employed different amounts of standard solutions of phthalates were added to a
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commercial sample in the range 50-250 mg L-1. For the optimization of the separation of
the selected phthalates a standard solution containing each phthalate at 100 mg L was

employed.

All the standard solutions and BGEs were stored at 4°C in the dark and they were
filtered with a Nylon 0.45 um pore size filter from Titan (Eatontown, NJ, USA) before their

injection in the CE system.

To prepare the commercial formulations for their analysis, the method developed by
Shen et al. [4] was followed. Briefly, 500 pL of perfume were transferred in a glass tube
and 10 mL of methanol were added following by sonication during 30 min. After that, the
sample was evaporated to dryness and redissolved in 25 mL 40 % (v/v) methanol. For
clean-up of the sample solid phase extraction (SPE) with a C18 cartridge was employed.
The C18 cartridge was conditioned with 5 mL methanol, 5 mL water and 5 mL 40 % (v/v)
methanol. The sample was loaded onto the column at a slow flow and after loading, the
column was washed with 5 mL 40 % (v/v) methanol. Finally, phthalates were eluted with

5 mL of methanol and injected into the CE system.

2.5 Data treatment

The values of areas, migration times and resolution were obtained using the
ChemStation software. For data treatment corrected peak areas (Ac) were used to
compensate the differences in the electrophoretic conditions of each analyte and to obtain
better reproducibility of data [38]. Limits of detection (LODs) and limits of quantitation
(LOQs) were experimentally determined using the S/N ratio equal to 3 and 10,
respectively [39].

The presence of matrix interferences was investigated by the comparison of the
confidence interval of the slopes obtained when using the external standard calibration
method and the standard additions calibration method. If the overlapping of the
confidence intervals of the slopes of both calibration methods was demonstrated, no
statistically significant differences between the slopes were obtained; hence the matrix did

not produce systematic errors. The second method consisted on the employ of t-test for
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comparison of two calibration curves. If the p-value was up to 0.05 (for a confidence level
of 95 %) it was considered that there were no significant differences between calibration

curves.

Experimental data analysis and composition of graphs were carried out using

Microsoft Office Excel 2007 and Origin 6.0 software.

3. Results and discussion

3.1 Evaluation of different bile salts as pseudostationary phases

Due to the fact that phthalates are neutral compounds, the addition of a
pseudostationary phase that may interact with them is necessary in order to achieve their
separation by CE. With the addition of an anionic surfactant, the phthalates can be
separated on the basis of their relative affinity to the micellar environment. In this
situation, the most hydrophobic compounds would be strongly associated to the micelles
and will elute later while the most hydrophilic phthalates would elute earlier. As it has
been mentioned into the introduction of this manuscript, bile salts offer several
advantages over the most usual surfactants (i.e. SDS). These monomers are more polar
than SDS, and lead to a general reduction of k values of hydrophobic compounds so they

use to be more efficient in the separation of hydrophobic compounds as phthalates.

In this work, four bile salts were tested: SC, SDC, STC, and STDC at an initial
concentration of 50 mM in 100 mM borate buffer (pH 8.5). A buffer at high pH was
selected in order to obtain a high electroosmotic flow (EOF) that could move to the
detector also the analytes that interact more strongly with the micelle. The other initial
experimental conditions were as follows: uncoated fused-silica capillary, 50 pm x 58.5 cm
(50.0 cm to the detector); temperature, 25°C; voltage, 25 kV; injection by pressure, 50 mbar
x 2 s. When SC or STC were employed only the peaks corresponding to the less
hydrophobic compounds were detected, thus DMP and DEP, and the other phthalates did
not appear in the electropherogram in even 60 min of analysis. Thus, the interaction

between the analytes and the bile salt was so strong that it was not possible to move the
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analytes towards the detector. These results could fit with those reported in the literature
for bile salt SC [35], in which the analysis time was also quite long, although a less
concentrated buffer was employed. For STDC bile salt, the first migrating peak was as
expected DMP, that appeared at approximately 12 min and the last eluting peak, DNPP,
migrated at 55 min, so a really long analysis time was achieved with this pseudostationary
phase. Finally, when SDC was added to the separation media, the ten phthalates were
analyzed in only 9 min, although as expected the separation of all of them was not
achieved and all the compounds that migrated in the last part of the electropherogram,
thus those which interacted strongly with the surfactant, eluted together. With an initial
concentration of 50 mM SDC added to the BGE it was achieved the complete separation of
DMP, DEP, DAP, and DPP but the other six phthalates coeluted in only three peaks that
were not completely resolved. As a consequence of the observed results, SDC was selected

for further experiments.

To optimize the separation conditions for the selected phthalates, the concentration of
SDC was varied from 25 to 100 mM in 100 mM borate buffer (pH 8.5). An increase in the
SDC concentration resulted in a decrease of the EOF and thus all the phthalates migrated
later. However, the increase in the concentration of the surfactant, resulted in less
broadened peaks due to the fact that this additive increases the solubility of the analyzed
compounds and the resolution between all the compounds was also improved (see
supplementary material). Therefore a concentration of 100 mM SDC was chosen as the
most adequate for further experiments. However, it has to be noticed that with an
increasing concentration of SDC the situation of the separation achieved was quite similar
to that obtained with 50 mM of SDC and only four of the phthalates were completely
separated. The last eluting six compounds coeluted in only three peaks as it has been

previously reported for 50 mM SDC.
3.2 Effect of the addition of different organic modifiers
Organic solvents such as methanol, acetonitrile or isopropanol, can be used as

additives in the running buffer to improve the solubility of some analytes and also to

cause a decrease in the EOF and thus an increase in the elution range. This influence has
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been studied in the literature and it has been proven that this is due to the changes in the
dielectric properties of the electric double layer and of the charge generation on the fused-
silica surface [40]. However, the concentration of organic modifier that can be added to
the separation media in micellar electrokinetic chromatography (MEKC) is limited
because it can affect the formation of micelles. For this reason percentages below 20 % are
usually employed, although bile salts can tolerate a higher concentration of organic
solvents [34]. In this study, methanol and acetonitrile were added as organic modifiers to
a separation media consisting of 100 mM SDC in 100 mM borate buffer (pH 8.5). At a
percentage of 10 % (v/v) for both modifiers, similar resolution was achieved with them
but longer migration times were obtained with methanol (~60 min) than with acetonitrile
(~45 min) and this resulted in the broadening of the last eluting peaks (DBP, BBP, DCP,
DNPP, DNOP and DEHP). For this reason, acetonitrile was selected as the most adequate
organic modifier for the separation of the phthalates. However, the addition of acetonitrile
to the BGE did not produce the total resolution of the ten phthalates and only nine peaks

were observed.

3.3. Study of the addition of several neutral CDs to the BGE

In order to increase the selectivity against the studied compounds, the possibility of
adding another pseudostationary phase to the BGE was explored. Due to the ionic
character of the surfactants employed, the addition of several neutral CDs was tested.
First of all, the addition of native 3-CD and y-CD at an initial concentration of 10 mM was
investigated. Thus the separation media consisted of a 100 mM borate buffer (pH 8.5)
containing 100 mM SDC, 10 mM of the CD and a 10 % (v/v) of acetonitrile. Under these
conditions, phthalates can interact selectively with both pseudostationary phases and the
separation could be improved. Only 3-CD showed clear advantages in the separation of
the selected compounds. With the addition of this CD to the BGE, the peaks eluting in
positions seven and eight (DCP and DNPP) were slightly separated while till this moment
they coeluted in a single peak and the total analysis time was around 15 min. When the
surfactant was employed alone the analysis time was around 45 min and now with p-CD

in the separation media the analysis time decreased drastically to only 15 min. The
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influence of the concentration of p-CD was then investigated. Figure 2 shows the effect of
the concentration of $-CD added to the BGE in a range from 5 to 25 mM. As it can be
observed, an increase in the concentration of B-CD resulted in a great increase in
resolution, especially for the last six peaks (DBP, BBP, DCP, DNPP, DNOP and DEHP).
With a concentration of 25 mM of 3-CD all the studied phthalates were separated with
resolutions between 3.1 and 25.6, except for the last peaks, corresponding to DNOP and

DEHP, respectively, for which a resolution of 0.8 was achieved.

60 o
1 DMP DEP DAP  DPP DEP BBP DNPP
50 DCP DNOP DEHP
1 25mM B-CD
40 I\
30 n
1 20mM g-CD
20
2 10
0 4
10+ 10 mM B-CD
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-30 —- 5mM B-CD
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t (min)

Figure 2: Separation by CD-MEKC of the selected phthalates using concentrations of p-CD
between 5 and 25 mM. Other experimental conditions: uncoated fused-silica capillary, 50
pm x 58.5 cm (50.0 cm to the detector); BGE: 100 mM SDC in 100 mM borate buffer (pH
8.5) containing a 10 % (v/v) of acetonitrile; temperature, 25°C; voltage, 25 kV; injection by

pressure, 50 mbar x 2 s.
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The employ of some derivatives from B-CD was also explored. The cyclodextrins Me-
B-CD, DM-B-CD, HP-B-CD, TM-B-CD and Ac-B-CD were individually added at a
concentration of 25 mM to the BGE containing 100 mM SDC dissolved in 100 mM borate
buffer (pH 8.5) with 10 % (v/v) of acetonitrile. Figure 3 shows the electropherograms
obtained when each CD was added to the separation media. As it can be observed, with
Me-B-CD, HP-B-CD, and Ac-B-CD the separation achieved was very similar to that
obtained with the native CD, thus all the peaks were resolved except DNOP and DEHP.
TM-B-CD did not offer any advantage over the others because with this CD the separation
of the peaks corresponding to DBP and BBP was lost. Finally, with DM-p-CD the
separation was not good in general but it was able to baseline separate DNOP and DEHP.
For this reason it was thought that maybe the mixture of 3-CD and DM-p-CD could be the
solution to achieve a baseline resolution for all the analytes. Thus, the simultaneous
addition of both CDs to the BGE at a concentration of 25 mM for each one was evaluated.
However, in this proportion the total resolution of DNOP and DEHP was achieved but for
the peaks corresponding to DBP, BBP, DCP and DNPP the resolution was completely lost.
If the concentration of DM-B-CD was decreased to 30 mM, the resolution of DNOP and
DEHP was lost so no advantage was observed compared with the employ of 3-CD alone
and if the concentration of DM-B-CD was increased the resolution of DBP, BBP, DCP and
DNPP was completely lost. Finally when the concentration of DM-B-CD was decreased to
15 mM maintaining the concentration of B-CD constant at 25 mM, it was observed also a
lost on resolution for DBP and BBP that coelluted in one peak. For this reason, only p-CD
was employed in the separation buffer although it did not enable the complete resolution
of DNOP and DEHP. In conclusion, B-CD was selected as the second pseudostationary
phase at a concentration of 25 mM added to the BGE containing 100 mM SDC in 100 mM
borate buffer (pH 8.5) with 10 % (v/v) of acetonitrile.
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Figure 3: Separation by CD-MEKC of the selected phthalates using different neutral
cyclodextrins (B-CD, Ac-B-CD, Me-p-CD, DM-3-CD, TM-B-CD and HP-pB-CD) at a

concentration of 25 mM. Other experimental conditions as in Figure 2.

The addition of different percentages of acetonitrile to the BGE was next investigated
from 5 to 15 % (v/v) in order to observe its influence at higher and lower proportions of
organic modifier than 10 % (v/v). While a lower percentage resulted in the complete lost
of baseline resolution for all compounds except for those migrating in the first four
positions (DMP, DEP, DAP, DPP), an increase of acetonitrile from 10 to 15 % (v/v) did not
have any benefit in terms of resolution and moreover longer analysis times were

achieved. For this reason, a percentage of 10 % (v/v) of acetonitrile was chosen.
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3.4 Effect of the separation voltage and buffer nature

Some further experiments were performed in order to decrease the analysis time. The
first attempt consisted of increasing the voltage applied for the separation from 25 kV to
30 kV. This change resulted in very similar resolutions than those obtained with 25 kV but
the analysis time was shortened in more than 5 min. For this reason a separation voltage
of 30 kV was selected. Finally, the employ of an organic buffer instead of 100 mM borate
(pH 8.5) was studied. A 100 mM CHES buffer (pH 10.0) was selected because on one
hand an organic buffer may help to dissolve better the analytes and consequently better
resolution could be obtained and in the other hand a higher pH is supposed to reduce the
migration time of analytes. Surprisingly this buffer did not improve the resolution of the
studied phthalates and the analysis times were longer than with borate (20 and 12 min,

respectively).

In conclusion, the final conditions selected for the simultaneous separation of DMP,
DEP, DAP, DPP, DBP, BBP, DCP, DNPP, DNOP, and DEHP were: uncoated fused-silica
capillary, 50 pm x 50.0 cm (t.1. 58.5 cm); BGE: 25 mM B-CD 100 mM SDC in 100 mM borate
buffer (pH 8.5) containing a 10 % (v/v) of acetonitrile; temperature, 25°C; voltage, 30 kV;
injection by pressure, 50 mbar x 2 s. Under these conditions, the baseline separation of all
compounds except DNOP and DEHP, that were only resolved with a resolution of 0.8,
was possible. However, since DNOP is not usually present in cosmetic samples, the
developed method was applied to the determination of the other nine phthalates in

commercial perfume samples.

3.5 Quantitative analysis of selected phthalates in commercial perfumes

Before carrying out the quantitative determination of DMP, DEP, DAP, DPP, DBP,
BBP, DCP, DNPP, and DEHP in perfume samples, the analytical characteristics of the
method were evaluated in terms of linearity, LODs, LOQs, precision, accuracy and

selectivity. The results obtained are grouped in Table 1.
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Table 1: Analytical characteristics of the developed method for the separation of parent phthalates

Analytical characteristics DMP DEP DAP DPP DBP DNPP DCP BBP DEHP
Precision (RSD)
Concentration level (mg L™) 50 200 50 200 50 200 50 200 50 200 50 200 50 200 50 200 50 200
Instrumental repeatability
Ac, RSD (%) 7.91 3.67 8.04 6.36 5.52 5.74 6.44 3.44 9.73 3.83 9.21 6.59 3.15 4.94 8.64 5.70 259 583
t, RSD (%) 0.56 0.36 0.57 0.40 0.60 0.37 0.64 0.39 0.76 0.38 1.05 1.11 0.81 0.92 0.76 0.70 134 156
Intermediate precision
Ac, RSD (%) 8.94 9.19 10.0 9.52 11.6 10.7 7.30 8.65 8.70 10.3 11.3 6.43 10.1 8.28 7.96 9.48 860 112

t, RSD (%) 1.35 1.37 1.53 1.87 1.58 2.28 1.58 251 1.47 2.34 1.68 1.72 1.52 2.33 1.47 2.47 178  1.29
Linearity

Linear range (mg L™) 50-300 50-300 50-300 50-300 50-300 50-300 50-300 50-300 50-300

Linear equation (bx + a) 0.0129 x+0.0107  0.0097x +0.1668  0.0077x +0.2207  0.0072x + 0.2297 0.0059x +0.1119 0.0047x +0.0898  0.0033x +0.1131 0.0051x + 0.1006 0.0026x + 0.0352

Standard errors Sb=0.0003 Sb=0.0003 Sb=0.0005 Sb=0.0006 Sb=0.0003 Sb=0.0002 Sb=0.0003 Sb=0.0003 Sb=0.0001

Sa=0.0606 Sa=0.0561 Sa=0.0874 Sa=0.1010 Sa=0.0564 Sa=0.0448 Sa=0.0532 Sa=0.0568 Sa=0.0264

Determination coefficient (R?) 0.9978 0.9966 0.9871 0.9803 0.9907 0.9946 0.9852 0.9874 0.9942
Accuracy (50 mg L™)

Median Recovery (%) 68+6 8816 114 £ 10 105 +6 113+9 100 +8 104 +2 110+ 13 91+8
LOD (mg |_-1) 8.6 8.6 7.6 7.8 11.4 7.1 15.6 10 19.2
LOQ (mg |_*1) 25.9 25.9 227 234 34.2 214 46.8 30 57.7
Study of matrix

(bt Sb/n)

External calibration 0.0129 + 0.0006 0.0097 + 0.0005 0.0077 +0.0008 0.0072 +0.0009 0.0059 + 0.0005 0.0047 +0.0004 0.0033 + 0.0005 0.0051 + 0.0005 0.0026 + 0.0002

Standard addition 0.0142 +0.0023 0.0140 + 0.0026 0.0089 +0.0017 0.0074 +0.0006 0.0046 + 0.0006 0.0048 + 0.0005 0.0034 + 0.00006 0.0047 +0.0028 0.0029 + 0.0003

p-value 0.09035 0.0653 0.0699 0.0616 0.1381 0.1531 0.0802 0.1194 0.2363




Linearity was determined by plotting Ac as a function of the concentration of each
compound in the range 30-500 mg L. A total number of seven standard solutions were
individually prepared and injected by triplicate. This process was repeated during three
different daysin order to check the repeatability of the method and to fix the linear range
for each compound. Table 1 presents this interval, the linear equation obtained in the
selected range as well as the standard errors for the intercept (S.) and the slope (Sv), and
the determination coefficient (R?). Satisfactory results were obtained in terms of linearity

with R2 > (0.98.

LODs and LOQs for the nine compounds were experimentally determined using a S/N
ratio equal to 3 and 10, respectively. LODs values were between 7.1 and 19.2 mg L and
LOQs between 21.4 and 57.7 mg L for the nine analyzed phthalates, as it can be observed
in Table 1.

Precision of the methods was evaluated as instrumental repeatability and intermediate
precision. Instrumental repeatability was determined from six repeated injections of a
standard solution at two different concentration values of each compound (50 and 200 mg
L-1). The RSD values (%) obtained (Table 1) were lower than 1.6 % for migration times and
lower than 9.7 % for Ac for both concentration levels. Intermediate precision was assessed
at the same concentration levels for three consecutive days injecting each sample by
triplicate each day. As it can be observed in Table 1 the RSD values achieved were under

2.5 % and 11.6 % for analysis times and Ac respectively.

The selectivity of the method was demonstrated due to the absence of matrix
interferences. For this purpose the slopes of the calibration lines obtained by the external
calibration method and the standard additions calibration method were compared for two
selected perfume samples (perfumes H and L). These two samples were selected for the
study of matrix interferences because they showed the most complex matrix in
preliminary experiments. The standard additions calibration line was obtained by spiking
the diluted perfumes with known concentrations of a mixture of nine phthalates in the
linear interval established for them (+0 mg L1, +50 mg L, + 100 mg L-, +200 mg L, +250

mg L-1). The comparison of the confidence limits of the slopes obtained by each calibration
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method for each compound showed that there were no statistically significant differences
between the slopes obtained by each calibration method for every compound. The results
were confirmed by p-value of t-test and as it can be observed in Table 1 the p-values
obtained for all the compounds were above 0.05 at a confidence level of 95 %,
demonstrating again the suitability of external calibration method for the quantitation of

all the phthalates in the selected samples.

Accuracy of the method was evaluated as the recovery percentage obtained for all the
analytes when a commercial perfume was spiked with known concentrations of each
compound and subjected to the extraction procedure. For this purpose a perfume (one of
those that did not present phthalates, perfume J) was selected and it was spiked with the
standards of each phthalate in order to obtain a concentration of 200 mg L and 50 mg L+
in the final extract. Mean recovery values obtained were between 68 and 114 % as it is

presented in Table 1.

The developed method was applied to the determination of these phthalates in fifteen
perfumes. Figure 4 shows the electropherograms obtained for a standard solution
containing each phthalate at a concentration of 100 mg L and several perfume samples
after SPE with C18 cartridges. The experimental conditions consisted of uncoated fused-
silica capillary, 50 pm x 58.5 cm (50.0 cm to the detector); BGE: 25 mM -CD-100 mM SDC
in 100 mM borate buffer (pH 8.5) containing a 10 % (v/v) of acetonitrile; temperature,
25°C; voltage, 30 kV; injection by pressure, 50 mbar x 2 s. As it can be observed in this
figure, the perfumes A and I contained two phthalates each one. The phthalates present in
perfume A were found to be DMP and DAP and for perfume I the phthalates found were
DEP and DCP. On the other hand the perfumes M and H presented three phthalates each
one which corresponded to DMP, DEP and DCP for perfume M and to DMP, DEP and
DNPP for perfume H. Finally the perfume J did not show any of the studied phthalates.
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Figure 4: Electropherograms corresponding to the separation of selected phthalates by CD-
MEKC for an standard solution of 100 mg L-! and five perfumes extracted by SPE
according to the procedure explained in 2.4 section. Experimental conditions: BGE: 25 mM
B-CD-100 mM SDC in 100 mM borate buffer (pH 8.5) containing a 10 % (v/v) of

acetonitrile; voltage, 30 kV. Other experimental conditions as in Figure 2.

The determined amounts in the analyzed perfumes are specified in Table 2. As it can
be observed in Table 2, eleven of the analyzed perfumes presented at least one of the
studied phthalates and only four of the samples did not contain any of the selected
analytes. The founded phthalates corresponded to DMP, DEP, DAP, DNPP and DCP. It
has to be highlighted that in none of the samples the phthalates prohibited in cosmetic
products were found, that is DEHP, DBP and BBP [17]. The most frequently found

phthalate in these cosmetic products was DEP, as it has already been proved in previous
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works [4, 41]. This phthalate appeared in ten of the analyzed perfumes, that is in all the
perfumes containing phthalates except of one (perfume A), in the concentration range
between 76 and 3115 mg L. Regarding DAP and DNPP, each of these phthalates was only
found in one perfume (perfume A and perfume H, respectively) while DMP and DCP

were detected in three perfumes each one.

Table 2: Determined contents (mg L) of analyzed phthalates in commercial perfumes

(average value = SD) (n=3). DPP, DBP, BBP and DEHP were not detected in any perfume.

Perfume DMP DEP DAP DNPP DCP
Sample
A 787 +54 n.d. 520 + 67 n.d. n.d.
B n.d. 1665 £ 186 n.d. n.d. n.d.
C n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
D n.d. 1536 £73 n.d. n.d. n.d.
E n.d. 769 £ 58 n.d. n.d. n.d.
F n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
G n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
H 446 £21 1655 + 98 n.d. 331+15 n.d.
I n.d. 1721 +145 n.d. n.d. <LOQ
J n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
K n.d. 1210 £38 n.d. n.d. n.d.
L n.d. 477 + 36 n.d. n.d. 557 +49
M 1207 £ 43 3115 £ 167 n.d. n.d. 1496 + 89
N n.d. 2021 £228 n.d. n.d. n.d.
(0] n.d. 76 £13 n.d. n.d. n.d.
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4. Concluding remarks

A new CD-MEKC methodology employing SDC and B-CD as pseudostationary phases
has been developed in this work. The new method is able to separate ten phthalates (DMP,
DEP, DAP, DPP, DBP, DNPP, DCP, BBP, DNOP, and DEHP) in only 12 min with
resolutions above 3.1 for all the compounds, except of DEHP and DNOP for which a

resolution of 0.8 was achieved.

Compared with the scarce methodologies previously reported in the literature
concerning the simultaneous separation of phthalates by CE, this method employs for the
first time SDC as pseudostationary phase. As commented before, there is only one work in
the literature employing a bile salt as pseudostationary phase (SC) but the analysis times
achieved were around 40 min, quite long compared with that obtained in the present work
and considering that it presented only the separation of six parent phthalates. In general, it
can be assessed that the present work improves the total analysis time (is of only 12 min)
of all the previous works in the literature by this separation technique. In fact, there is only
one work that separates as many analytes as presented here, the analysis time is around 58
min and it is not achieved the separation of DNOP and DEHP that coelute in a single peak.
However, the present work achieves the separation of the most hydrophobic phthalates
DEHP and DNOP, and although it is not achieved their baseline separation, it is achieved
a resolution of 0.8 that is enough to distinguish between the two compounds in the real

samples.

The developed method was validated in terms of linearity, precision, accuracy, LODs,
and LOQs and after assessing its suitability it was applied to the quantitation of selected
phthalates in perfume samples. The most common phthalate in the analyzed perfumes
was DEP that appeared in ten of the selected perfumes. From the other phthalates only
DMP, DAP, DCP, and DNPP were found in some of the analyzed samples.
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Separacion y determinacion de farmacos tireostiticos por HPLC-ESI-MS

VIIL.1 INTRODUCCION

La determinacién de farmacos tireostéticos en diferentes matrices ha despertado en los
altimos afios un interés creciente debido al riesgo que para la salud supone su presencia
en alimentos, pero también, por el fraude al consumidor que supone la comercializacién
de carne de ganado tratado con estos agentes ya que la ganancia de peso obtenida
mediante su uso no es debida a un aumento en la produccién de carne sino que tiene su
origen en una retenciéon hidrica [221] (ver Capitulo I de esta memoria). Dado que los
agentes tireostaticos se metabolizan parcialmente formando el glucurénido
correspondiente y excretandose esta fraccién junto con la fraccién libre en la orina y por la
bilis, es de esperar que estos compuestos lleguen al medioambiente y puedan encontrarse

en las aguas naturales.

Como se ha indicado en la Introduccion de esta memoria, la técnica de HPLC ha sido
la mas empleada con el fin de desarrollar métodos analiticos para la determinacién de
tireostaticos. En general, la determinacién en carne [229], leche [236, 316] y muestras
bioldgicas [234, 235, 254, 237-239] ha centrado la atencién de la mayoria de los estudios
realizados. Sin embargo, no se habfa descrito en la bibliografia ningtin método analitico
para la determinacién de estos compuestos en agua, aunque tal y como se ha dicho, es de
esperar que al igual que muchos otros farmacos y debido a su empleo tanto en humanos

como para el ganado, dichos compuestos puedan estar presentes en el medioambiente.

En este capitulo se ha desarrollado un método analitico por HPLC-MS para la
separacion y determinacion de farmacos tireostéticos en aguas naturales. Es conocido que
este tipo de aguas se caracterizan por las bajas concentraciones a las que los

contaminantes quimicos pueden encontrarse presentes.

El trabajo descrito en este capitulo se realizé durante una estancia de cuatro meses en
el Departamento de Quimica de la Universidad de la Sapienza (Roma, Italia) bajo la

direccion de la Profesora Alessandra Gentili.

305



Separacion y determinacion de farmacos tireostiticos por HPLC-ESI-MS

VIIL.2 OBJETIVOS

El objetivo del trabajo de investigacion presentado en este capitulo ha sido el
desarrollo de un método por HPLC-ESI-MS para la determinacién de cinco farmacos
tireostaticos (metil tiouracilo (MeTU), mercaptobencimidazol (MBI), propil tiouracilo
(PTU), fenil tiouracilo (PhTU) y tapazol (TAP)) en muestras de aguas naturales de la

provincia de Lazio (Italia).

Con este fin se han planteado los siguientes objetivos concretos:

1. Desarrollar un método cromatografico por HPLC-ESI-MS que permita la

separacion simultdnea de los cinco farmacos tireostéticos sintéticos estudiados.

2. Seleccionar un tratamiento de muestra que permita la extraccién y/o

preconcentracion de los analitos en las muestras de agua.
3. Evaluar las caracteristicas analiticas del método desarrollado en términos de
linealidad, LLOQs y precision con el fin de aplicarlo a la determinacién de los

farmacos en las muestras de agua natural.

4. Determinar los contenidos de farmacos tireostaticos presentes en las muestras de

aguas naturales analizadas.

VIIL3 RESULTADOS Y DISCUSION

VIIL.3.1 Optimizacion de los potenciales eléctricos del espectrometro de masas

para cada uno de los farmacos tireostaticos estudiados

La primera etapa de este trabajo de investigacion y dado que la deteccién se llevé a

cabo empleando un triple cuadrupolo (QqQ) y trabajando en polaridad dual, consistié en
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la optimizacién de los potenciales eléctricos del equipo de espectrometria de masas
(declustering potential (DP), entrance potential (EP), collision energy (Ce) y cell exit potential
(CXP)) que van a afectar a la sefial obtenida por el sistema ESI-QqQ en los experimentos
MS2. Para ello, se realiz6 la infusién directa de patrones individuales de cada tireostatico
en MeOH, introduciéndolos en continuo al MS a un flujo de 10 pL/min mediante una
bomba de jeringa. En la Figura VIII.1 se indican los puntos del equipo ESI-QqQ en los que
se aplican cada uno de los potenciales citados. Brevemente, decir que el DP controla el
grado de fragmentacién que experimentara un compuesto en la fuente de ionizacién (ESI),
el EP es el potencial que hace que los iones formados en dicha fuente lleguen hasta el
primer cuadrupolo, el Ce es el potencial responsable de la fragmentacién de los iones
precursores en la celda de colisién situada entre el primer y el segundo cuadrupolo y el
CXP se encarga de focalizar y acelerar los iones hacia el exterior de la celda de colisién de
tal forma que pasen al segundo analizador. En este sentido, la adecuada optimizacién de
cada uno de estos parametros es muy importante para obtener la maxima transmisién de
iones en su camino hacia el detector y para asegurar la correcta fragmentaciéon de los

compuestos analizados.

» i B W B B N
\_ m I = D =
INTERFASE ANALIZADOR DETECTOR

Figura VIIIL.1. Representacion de los puntos del sistema ESI-QqQ donde se aplican cada

uno de los potenciales optimizados.
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Por otro lado y como se ha comentado en la Introduccién de esta memoria, para la
identificacién inequivoca de los farmacos tireostaticos estudiados en este trabajo se ha
seguido la directiva 2002/657/CE que establece que son necesarios un minimo de cuatro
puntos de identificacién para cada uno de los compuestos, dos de los cuales corresponden
a dos transiciones para cada analito. Con este fin, se llevé a cabo el espectro de
fragmentacién de cada uno de los farmacos y a partir de los espectros de iones producto
(PIS) obtenidos, se seleccionaron dos iones hijo para cada uno de ellos. Las dos
transiciones seleccionadas fueron las mas intensas, es decir, aquellas que proporcionaban
una mayor relaciéon S/N. Indicar que la fragmentacion del ion pseudomolecular de cada
uno de los compuestos se estudid tanto en modo negativo (a partir de iones
pseudomoleculares cargados negativamente) como en modo positivo (a partir de iones
pseudomoleculares cargados positivamente) ya que el cardcter anfétero de los
tireostaticos hace posible la ionizacién del mismo en los dos modos. De las dos
transiciones seleccionadas para cada analito, se estableci6 que la mas abundante seria

empleada como ion cuantificador (Q) y la menos abundante como ion cualificador (q).

La Tabla VIIL.1 agrupa los valores seleccionados como 6ptimos para los potenciales de
cada uno de los analitos objeto de estudio, asi como, las dos transiciones seleccionadas
para cada uno de ellos. Indicar, que con el fin de compensar tanto las pérdidas que se
pudieran producir en el procedimiento de extracciéon de las muestras reales como posibles
problemas en la ionizacién de los analitos, se empleé un estandar interno (IS) que fue
mercaptobencimidazol deuterado (MBI-d4), para el cual se llevé a cabo también la
optimizacién de cada uno de los potenciales del MS, asi como, la seleccién de las dos

transiciones que mostraban una mejor relacién S/N (Tabla VIIL1).
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Tabla VIIL1. Potenciales 6ptimos y transiciones MS/MS seleccionadas para los cinco

tireostaticos estudiados y el estdndar interno empleado (MBI-d4).

Analito Transiciones Tipo DP EP CE CXP
MS/MS (m/z) PO (V) (V) (V) (V)
141.0>580() Q 50 -11 27 -9
MeTU
143.0>1258(+) q 64 10 23 6
151.0>1180(+) Q 61 9 35 10
MBI
149.0 > 117.0(+) q -79 -11 -30 -6
1691>580(-) Q 57 9 32 9
PTU
171.0 > 112.0(+) q 8 11 28 11
203.0>580() Q 61 -7 46 9
PhTU
2050>859(+) q 8 11 39 14
1151>880(+) Q 69 9 25 8
TAP
1151>811(+) q 69 9 40 6
MBI-d4 1529 >1209(¢) Q 71 -9 32 -6
(as) 155.0 > 1220(+) q 4 5 35 5

Q: transicion cuantificadora; q: transicion cualificadora

La Figura VIIL.2 muestra el patrén de fragmentacién de los iones pseudomoleculares

de cada analito.

309



Separacion y determinacion de farmacos tireostiticos por HPLC-ESI-MS
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Figura VIIIL.2. Fragmentacion de los iones pseudomoleculares de los tireostaticos

estudiados.

VIIL.3.2 Separacién de los farmacos tireostaticos estudiados por HPLC

La segunda etapa de este trabajo de investigacién consistié en el desarrollo de un
método cromatogréfico por HPLC-ESI-MS para la separaciéon simultanea de los cinco
farmacos tireostaticos estudiados. Los tireostéticos son compuestos polares y anféteros de
bajo peso molecular, caracteristicas que hacen especialmente complicada su separacién y
determinacién por HPLC-MS. En efecto, a pesar de que su caracter anfétero hace que sea
posible que puedan ser detectados tanto mediante ionizacién positiva como negativa, su
bajo peso molecular no favorece su deteccién por MS, ya que las sefales correspondientes
a los analitos se van a encontrar en un intervalo de m/z con un gran ruido de fondo. Por
otro lado, al tratarse de compuestos altamente polares su retencién cromatografica en fase
inversa es bastante pobre, por lo que es dificil resolver las coeluciones que se producen y

lograr su separacion.
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En este trabajo se empleé una columna X-TERRA RP-18, cuya fase estacionaria esta
basada en particulas hibridas que permiten trabajar en unas condiciones experimentales
mas extremas y una fase mévil con un elevado porcentaje de agua que consistié en una
disolucién (A) de agua:ACN (50:50 v:v) con 6 mM de acido férmico y una disolucién (B)
Unicamente acuosa. El gradiente de elucion empleado consistié en un porcentaje inicial
del 100 % de la fase B que se fue disminuyendo linealmente desde t=0 min hasta t=5 min
hasta llegar a un 100 % de la fase A. Esta composicién se mantuvo hasta t=10 min

constante y finalmente se recuperaron las condiciones iniciales en 5 min.

En estas condiciones cromatograficas se consiguié la separacién total de tres de los
tireostaticos estudiados mientras que dos de ellos coelufan en un unico pico
cromatografico, en un tiempo de anélisis inferior a los 6 min. La Figura VIIL.3 muestra a
modo de ejemplo, el total ion chromatogram (TIC) para una disolucion patrén que contiene
los cinco tireostaticos estudiados a una concentracion de 3 pg/mL en MeOH. Aunque la
resoluciéon de todos los analitos no fue completa, ya que como se observa coeluyen TAP y
MeTU, el acoplamiento del HPLC con la MS hace posible que se pueda llevar a cabo una

determinacion selectiva y sensible de los analitos en estas condiciones.

VIIL.3.3 Preparacion de la muestra para la preconcentraciéon de los farmacos

tireostaticos en muestras de agua

Uno de los principales inconvenientes que presenta el andlisis de muestras
medioambientes son las bajas concentraciones a las que se suelen encontrar los
contaminantes quimicos presentes en ellas. Con el fin de extraer y preconcentrar los
farmacos tireostaticos estudiados en las muestras de agua analizadas, se probaron dos

procedimientos de tratamiento de muestra diferentes.
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Figura VIIL.3. Total ion chromatogram (TIC) de una disolucién patrén que contiene los
cinco tireostaticos estudiados a una concentraciéon de 3 pg/L en MeOH. Condiciones
experimentales: volumen inyectado: 5 pL, flujo: 200 pL/min. Resto de condiciones

experimentales en el texto.

En primer lugar, se emple6 SPE y se probaron diversos cartuchos de extraccién de
distinta naturaleza: Oasis HLB, Envicarb, Sampli-Q Evidex, SCX y Discovery DPA-6S. El
procedimiento de extraccion utilizado en cada caso se estableci6 en base al mecanismo de
retencion que presentaba cada una de las fases estacionarias. La Figura VIIL.4 agrupa los
procedimientos de SPE empleados para la extraccion y preconcentraciéon de los cinco

tireostaticos estudiados en muestras de agua.
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DISCOVERY DPA-6S 4 VIDEX
[MUESTRA: agua destilada J [MUESTRA: agua destilada (2% NH3) ]
ACONDICIONAMIENTO: ACONDICIONAMIENTO:
-3 mL acetato de etilo -6 mL MeOH
-3 mL MeOH -6 mL H.0
-3 mL H.0 l
'. [ CARGAR MUESTRA Y SECAR FASE ]
T NARIA
[ CARGAR MUESTRA MUY DESPACIO J St l
l [ LAVADO: I mL H.O ]
( LAVADO: 3 mL H.O ]

!
ELUCION:

-10 mL de MeOH
-10 mL de MeOH (5% NH3)

: |
ELUCION:

-6 mL de acetona

-6 mL de acetato de etilo

OASIS HLB

MUESTRA: Agua destilada sola o con:
-1mM HCOOHo
-5 mM HCOOH o
-1 mM TBACl o
-10 mM HCl o
-1 mM Amonia

CONDICIONAMIENTO J
n

-6 mL MeOH y secar el cartucho 10 mi
-15 mL H.O

L 2

[ CARGAR MUESTRA Y SECAR LA FASE ]

ESTACIONARIA

:

ELUCION:
-12 mLde MeOH

SCX

[MUESTRA: agua destilada (pH 2 con HCI)

ACONDICIONAMIENTO:
-5 mL MeOH
-5 mL H.0

4

[ CARGAR MUESTRA MUY DESPACIO

2 !

[ LAVADO: 1 mL MeOH

4

ELUCION:
-6 mL de MeOH
-6 mL de MeOH (3% NH3)

Figura VIIL.4. Procedimientos de SPE empleados para la extracciéon y preconcentracion de

ENVICARB

[MUE STRA: Agua destilada

ACONDICIONAMIENTO:
LAVADO:
-6 mL CH.Cl.: MeOH 9:1 viv con 5 mM TBACI
-6 mL MeOH
ACTIVACION:
-14 mL H,O pH 2

-6 mL HO

CARGAR MUESTRA Y SECAR LA FASE
ESTACIONARIA

LLAVADO 1 mL MeOH J

i |
[ELUC!éN

-12 mL de CH:Cl>: MeOH 9:1 v:v con 5 mM TBACI

los cinco tireostéticos estudiados en muestras de agua.
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En todos los experimentos realizados se emplearon 250 mL de agua destilada
enriquecida con todos los analitos y el IS, a una concentraciéon de 0.8 ng/mL de cada uno
de ellos. El extracto final obtenido se evapor6 hasta 200 pL y se inyectaron 20 pL de la
muestra en el sistema cromatografico. Para determinar los porcentajes de recuperacion, se
prepar6 simultdineamente una muestra de agua destilada de 250 mL sin fortificar que se
someti6 al mismo proceso de extraccién y posteriormente se fortificé con los cinco analitos
y el IS a la misma concentracién que las muestras anteriores justo antes de evaporar hasta
200 pL (muestra simulada). Por comparaciéon de las muestras “reales” y la muestra
simulada se determinaron los porcentajes de recuperacion de los procedimientos SPE para

cada tireostatico.

La Tabla VIIL.2 agrupa los porcentajes de recuperaciéon obtenidos con cada uno de los
procedimientos SPE empleados. De todos ellos, tnicamente el método de SPE
desarrollado con el cartucho Oasis HLB fue capaz de retener al menos parcialmente estos
compuestos, aunque con porcentajes de recuperacion muy bajos (entre 2.2 y 55.8 %). Con
el fin de mejorar la retenciéon de los tireostaticos en la fase estacionaria se probaron
diferentes modificaciones de la muestra inicial (dcido férmico, HCI, TBACI o amoniaco) a
distintas concentraciones. La adicién de acido férmico proporcioné los mejores resultados
pero ni siquiera en esas condiciones se obtuvieron recuperaciones por encima del 56 %.
Indicar que el cartucho Oasis-HLB habia sido empleado previamente en el grupo de
investigaciéon para la extraccion de farmacos tireostaticos en muestras cérnicas
obteniéndose porcentajes de recuperaciéon por encima del 90 %, lo que demuestra que en
nuestro caso, todos los analitos eran arrastrados por la propia matriz y apenas
experimentaban retencién en la fase estacionaria, debido a que son compuestos altamente
hidrofilicos, se trata de una matriz acuosa y se emplean elevados voliumenes de muestra

donde las concentraciones de los analitos son muy bajas.
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Tabla VIIL.2. Recuperaciones obtenidas para cada uno de los procedimientos SPE
utilizados.

MeTU MBI PTU PhTU TAP
OASIS HLB* 3.3-151% 10.5-258 % 21.5-453 % 46.8-558 % 2.2-51%
ENVICARB 12.2 % - 10.0 % - -
SCX - - - - 52 %
DISCOVERY DPA-6S - - - 9.1 % -

SAMPLI-Q EVIDEX - - - - -

* Intervalo de valores obtenido con los distintos modificadores afiadidos a la muestra (dcido férmico,

HCI, TBACI o amoniaco) antes de su extraccion mediante SPE.

A la vista de los resultados poco satisfactorios obtenidos y debido a que ademas el
menor porcentaje de recuperacion (5.1 %) se obtuvo para TAP, que es probablemente el
compuesto de mayor interés estudiado por su empleo en el tratamiento del
hipotiroidismo, se decidié buscar otra alternativa a la SPE para la extraccién y

preconcentracion de los analitos de interés.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en la bibliografia por Hirsch y col. [317],
los cuales compararon la SPE vy la liofilizacién y posterior reconstitucion de los analitos en
un disolvente orgénico para la preconcentraciéon de antibidticos muy hidrofilicos en
muestras acuosas y que mostraron que la liofilizacién permitia la preconcentracién
simultdnea con porcentajes de recuperacion muy uniformes para todos los compuestos
estudiados por ellos, mientras que con la SPE las recuperaciones obtenidas para estos
compuestos altamente hidrofilicos eran muy diversas (o muy elevadas o muy bajas), se
penso en la posibilidad de realizar una simple evaporacién de las muestras de agua hasta
sequedad, seguida de la posterior redisolucion de los analitos en un disolvente organico
como alternativa al empleo de la SPE. Este método, podria tener como principal

desventaja que al tratarse solamente de un método de preconcentracién no se eliminarfan
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los posibles interferentes de la muestra. Sin embargo, el acoplamiento con la MS y su
empleo en el modo MRM ofrece la posibilidad de obtener una elevada selectividad, aun a

pesar de no tratarse de una muestra completamente purificada.

Con este fin, se fortificaron 250 mL de agua destilada con una concentracién de 0.8
pg/L de cada uno de los tireostaticos y del IS. A continuacién, se evaporé la muestra
acuosa a una temperatura de unos 70°C en un rotavapor hasta sequedad y se reconstituy6
el extracto en MeOH hasta obtener un volumen final de 5 mL que se recogié en un tubo
cénico y se evapord hasta 500 pL que se inyectaron en el sistema cromatografico. Las
muestras reales de agua se compararon de nuevo con una muestra simulada, que se
prepar6é exactamente igual que las anteriores pero que se fortificoé justo antes de la
evaporacion final del disolvente. Los porcentajes de recuperacion obtenidos estuvieron
entre el 59 y el 105 % obteniéndose las mejores recuperaciones para el TAP y las peores
para el PhTU por lo que se decidié emplear este tltimo método de tratamiento de muestra

por su eficacia y su sencillez.

VIII.3.4. Determinacion de la abundancia relativa entre las dos transiciones

MS/MS seleccionadas para cada analito

Una vez establecidos el método cromatografico y el tratamiento de muestra, el
siguiente paso consisti6 en la determinacién de la abundancia relativa entre las dos
transiciones seleccionadas para cada compuesto. Este dato es de especial importancia
porque las abundancias relativas nos ayudan a la identificacion inequivoca de los analitos
en las muestras reales. En este sentido y segtin la directiva 2002/657/CE [228], tanto en las
muestras fortificadas con los patrones preparados en disolvente como en las muestras
reales, se debe mantener el mismo valor de abundancia relativa con un margen inferior al
25 %. Con el fin de determinar las abundancias relativas en disolvente, se seleccioné una
muestra de agua en la que no se habia detectado ninguno de los tireostaticos objeto de
estudio (agua del Lago Vico) y se prepararon cinco alicuotas de la misma de 250 ml que se

fortificaron con una disolucién estandar de los cinco analitos a una concentracién de 1
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pg/L en MeOH. Después, se realiz6 el tratamiento de muestra descrito previamente y se
inyectaron los extractos por duplicado en el sistema HPLC-ESI-MS. Las abundancias
relativas obtenidas para esta muestra se indican en la Tabla VIIL3 junto con la desviacién

estandar (n=10) para cada una de ellas.

La comparacién de estos valores y de los que se obtendrian posteriormente en las
muestras reales analizadas supuso un dato mas para la identificacién inequivoca de los

compuestos estudiados.

Tabla VIII.3. Abundancias relativas obtenidas para una muestra de agua (Lago Vico)

enriquecida con los cinco analitos estudiados a una concentracién de 1 pg/L.

Analito Transiciones MS/MS Abundancia relativa £SD
(m/z)

o e

R

o

s mg v

e

VIIL.3.5 Caracteristicas analiticas del método HPLC-ESI-QqQ desarrollado para

el andlisis de aguas naturales

Con el fin de aplicar el método desarrollado a la determinacién de farmacos
tireostaticos en muestras de aguas de rios y lagos de la provincia de Lazio (Italia) se
procedi6 a la validacién del método en términos de linealidad, precision, recuperaciones y

LLOQs. El intervalo lineal obtenido para cada analito, los valores de la ordenada en el
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origen y de la pendiente de las rectas de calibrado, los RSD obtenidos para precision, las

recuperaciones obtenidas y los LLOQ se han agrupado en la Tabla VIIL.4.

Los analitos se cuantificaron mediante el método de calibrado del patrén interno
empleando MBI-d4 como estdndar interno. Con el fin de establecer el intervalo lineal de la
recta de calibrado, se prepararon varias alicuotas de un agua natural (250 mL) que no
contenian ninguno de los analitos objeto de estudio (agua del Lago Vico) y se fortificaron
a distintos niveles de concentracion con cada uno de ellos y también con el IS (entre 0 y 25
ug/L, siete niveles en total). Los datos obtenidos permitieron establecer que el intervalo

lineal para todos los analitos y para el IS se encontraba entre 0 y 10 ng/L.

Tabla VIIIL.4. Caracteristicas analiticas del método desarrollado para la determinacion de

farmacos tireostaticos en aguas naturales por HPLC-ESI-MS.

Parametros de la regresion lineal
’ B Recuperacion . Coeficifznte.(,ie l.’recisi(')n Precisién LLOQ
Tireostatico %) Ordenada | Pendiente | determinacion | intra-day | inter-day (ug/1)
R2 (RSD %) | (RSD %)

TAP 75.9 -0.0247 0.1050 0.996 11.1 20.2 1.0
MeTU 95.9 0.2854 0.4850 0.988 44 19.1 1.0
PhTU 794 0.0712 0.2300 0.992 6.4 6.9 0.5

PTU 107.6 0.3665 0.5510 0.988 4.0 15.2 0.5

MBI 90.1 0.0915 0.3290 0.994 2.5 14.0 0.5

La rectas de calibrado se realizaron por tanto en este intervalo de concentraciones para
los cinco analitos objeto de estudio. Para ello, se prepararon cinco alicuotas de 250 mL de
un agua natural que no contenfa ninguno de los analitos objeto de estudio (agua del Lago
Vico). A estas alicuotas se les adicionaron los cinco compuestos estudiados de tal forma
que se obtuviesen cinco muestras a concentraciones de 0.5, 1, 3, 5 y 10 pg/L. Ademads, a
todas ellas se les afiadi6 el IS a una concentracién de 1 pg/L. A continuacién, se sometié

cada muestra acuosa al proceso de preconcentracién explicado anteriormente y se
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inyectaron los extractos obtenidos en el sistema HPLC-MS. Finalmente, se represent6 la
relacién entre el area de cada analito y el &rea del IS con respecto a la concentracién de

analito empleando los valores de la transicién maés intensa (transicién cuantificadora, Q).

Las rectas de calibrado se repitieron durante tres dias consecutivos con el fin de
estudiar la repetibilidad del método. Destacar, que considerando que las rectas de
calibrado se prepararon a partir de muestras acuosas reales sometidas a la totalidad del
proceso de preconcentracién y no a partir de patrones en disolvente, los valores obtenidos

para el coeficiente de determinacion de cada recta se pueden considerar adecuados.

Para estudiar la precisién del método se evaluaron tanto la precision intra-day como la
precision inter-day. Para evaluar la precision intra-day, se prepararon tres muestras de
agua natural de 250 mL fortificadas con los cinco tireostaticos estudiados a una
concentracion de 1 pg/L. Cada una de las muestras se sometié6 al proceso de
preconcentracion y el extracto obtenido se inyecté por duplicado en el sistema HPLC-MS.
Se calcul6 el valor de RSD (n=6) correspondiente al area de cada analito obteniéndose
valores entre 2.5 y 11.1 %. Para evaluar la precision inter-day, se preparé una muestra de
agua de 250 mL fortificada con los cinco tireostaticos estudiados a una concentracién de 1
ug/L de cada uno de ellos. La muestra acuosa se someti6 al proceso de preconcentracion
de los analitos y se inyect6 el extracto obtenido por duplicado. Este proceso se repiti6 a lo
largo de tres dias consecutivos y se calculé el valor de RSD correspondiente al drea de

cada analito obteniéndose valores entre 6.9 y 20.2 %.

Para la determinacién de los porcentajes de recuperacion de los compuestos
estudiados en este método, se prepararon cinco muestras de agua natural de 250 mL que
se fortificaron con cada uno de los tireostdticos a un nivel de concentracién de 0.5 pg/L.
Estas muestras se sometieron al proceso de preconcentracién y se inyectaron los extractos
obtenidos por duplicado en el sistema HPLC-MS. Simultidneamente se preparé una
muestra de agua natural de 250 mL que fue fortificada con los cinco analitos después del

proceso de preconcentracién (muestra simulada). La comparacién de las cinco muestras

319



Separacion y determinacion de farmacos tireostiticos por HPLC-ESI-MS

acuosas reales con la muestra simulada, permiti6 establecer que el porcentaje de

recuperacion obtenido para cada analito se encontraba entre 75.9 y 107.6 %

Por dltimo, se determinaron los LLOQ para cada tireostético. Se define el LLOQ del
método como la concentraciéon minima a la que la relacién sefial/ruido (S/N) es superior
a cinco y la medida es reproducible con un error + 20 %. Para poder determinar el LLOQ
para cada analito, en primer lugar se estimé el LLOQ teérico como la concentracién a la
que se tiene una relaciéon S/N=5, a partir de los cromatogramas obtenidos para la
concentracion mas baja utilizada en la realizacién de la recta de calibrado (0.5 pg/L) y
empleando los valores encontrados para la transicién menos intensa de las seleccionadas
para cada analito. Los valores tedricos obtenidos se encontraban en torno a 0.5 pg/L para
TAP, MeTU y PhTU y de 0.25 png/L para MBI y PTU. A continuacién, y con el fin de
confirmar los valores tedricos obtenidos para los LLOQs y ver si cumplian la segunda
condicion establecida, que es que la medida sea reproducible con un error maximo del 20
%, se prepararon cinco réplicas de agua natural fortificadas a cada una de las
concentraciones estimadas para cada analito (0.5 pg/L para TAP, MeTU y PhTU y 0.25
pug/L para MBI y PTU). Estas muestras acuosas fueron sometidas al proceso de
preconcentraciéon y posteriormente se inyectaron por duplicado en el sistema HPLC-MS.
Simultdneamente se prepar6 una muestra simulada que después de ser sometida al
proceso de preconcentracion se fortificéd con los cinco analitos a la misma concentracién
que las muestras reales. Por comparacion de los resultados encontrados para las muestras
reales y para la muestra simulada, se determinaron los porcentajes de recuperaciéon
obteniéndose valores de RSD (n=10) mayores del 20 % para TAP, MTU y que para MBI y
PTU las relaciones S/N eran menores de 5. Esto confirmé que el LLOQ para estos analitos
no era el estimado teéricamente, por ello a continuacién se repitié todo el proceso
aumentando ligeramente la concentracién de estos cuatro compuestos en las cinco
muestras (1 pg/L para TAP y MeTU, 0.5 ug/L para PhTU, MBI y PTU). Para estos valores
de concentracion se obtuvieron relaciones S/N superiores a 5 para todos los compuestos
estudiados (siempre empleando la transicién menos intensa) y ademds los RSD obtenidos

para la recuperacion fueron menores del 20 % en todos los casos. De este modo, se
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establecié que los LLOQ eran de 1 pg/L para TAP y MeTU y de 0.5 pg/L para PhTU, MBI
y PTU.

VIIIL.3.6 Determinacion de los farmacos tireostaticos estudiados en muestras de

agua de la provincia de Lazio

El método desarrollado se aplicé a la determinacién de los cinco farmacos tireostaticos

estudiados en muestras de aguas de lagos y rios de la provincia de Lazio en Italia.

Los puntos de muestreo se seleccionaron de tal manera que se pudieran tener muestras
de agua de areas donde la actividad humana y ganadera fuese abundante y de areas
completamente exentas de actividad. En la Figura VIIL5 se muestran de forma
aproximada los diferentes puntos en los que se recogieron las diez muestras de agua que

se analizaron.

Figura VIIL5. Puntos de muestreo en los que se han tomado las muestras de las aguas

naturales analizadas.
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La Tabla VIIL5 agrupa las concentraciones medias obtenidas para cada una de las
diez muestras analizadas. Con el fin de llevar a cabo la determinacién inequivoca de los
analitos se emplearon como datos el tiempo de retencién, las dos transiciones MRM de
cada analito y la abundancia relativa de dichas transiciones. Se observa que de todos los
analitos estudiados en este trabajo tnicamente se detectaron dos (TAP y MBI) en algunas
de las zonas estudiadas (en siete de las diez muestras de aguas analizadas) y solamente se
pudo cuantificar el TAP también en alguna de ellas (en cuatro muestras). Para TAP, la
abundancia relativa determinada en las muestras reales que contenian este analito
(E=0.42, G=0.44, H=0.46, 1=0.48), coincidia con los valores determinados para el mismo en

disolvente (0.44, Tabla VIII.3)

Tabla VIIL5. Concentraciones obtenidas para cada uno de los tireostaticos analizados en

las muestras de agua.

Muestra MeTU (pg/L) MBI (pg/L) PTU (pg/L) PhTU (pg/L) TAP (pg/L)
A. Lago Vico n.d n.d n.d nd nd
B. Lago Magtignano n.d n.d n.d nd <LLOQ
C. Agua subterranea (Vico) n.d n.d n.d nd n.d
D. Rio Tiber (Isla Tiberina) n.d <LLOQ n.d nd <LLOQ
E. Rio Tiber (Fiumicino) n.d <LLOQ n.d nd 1.494
F. Rio Tiber (Magliana) n.d <LLOQ n.d nd <LLOQ
G. Lago Bracciano (Bracciano) n.d nd nd nd 2.897
H. Lago Bracciano (Anguillara) nd nd nd nd 1.640
I. Lago Bracciano (Trevignano) nd nd nd nd 1.442
J. Farfa n.d n.d n.d n.d n.d

La Figura VIIL.6 muestra a modo de ejemplo un cromatograma ESI-QqQ en el modo
MRM para la muestra de agua recogida en el rio Tiber a su paso por Fiumicino donde se

detectaron dos farmacos (MBI y TAP).
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Figura VIIL6. Cromatograma HPLC-ESI-QqQ correspondiente a las dos transiciones
seleccionadas para cada uno de los cinco analitos estudiados en una muestra de agua

recogida en el rio Tiber a su paso por Fiumicino.
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De los resultados obtenidos se puede concluir que se observa un claro efecto
antropogénico. En efecto, el TAP fue detectado en todas las aguas cercanas a pueblos o
grandes ciudades, tal como se puede observar en el mapa superior, sin embargo, en
aquellas zonas de muestreo donde no existe ninguna actividad humana o ganadera, no se

detecto ni TAP ni ninguno de los farmacos tireostéticos estudiados.

VIII.4 CONCLUSIONES

En este trabajo de investigacién se ha desarrollado una nueva metodologia analitica
por HPLC-ESI-MS que permite la separacion y determinaciéon simultdnea de cinco
farmacos tireostaticos sintéticos en muestras de aguas naturales. Con el fin de extraer los
analitos estudiados en las muestras analizadas se probaron dos posibles estrategias de
extraccion. En la primera se evaluaron diferentes cartuchos de SPE, pero ninguno de ellos
permiti6é la recuperaciéon de los analitos objeto de estudio de forma cuantitativa. La
segunda estrategia consisti6 en la evaporacion a sequedad de las muestras acuosas y la
posterior redisolucién de los analitos en un disolvente organico que permitié obtener
recuperaciones superiores al 76 %. El método desarrollado se aplicé a la determinacion de
los cinco farmacos tireostaticos estudiados en muestras de agua recogidas en distintos rios
y lagos de la provincia de Lazio en Italia. De todos los analitos incluidos en este trabajo,
Unicamente se detectaron dos (TAP y MBI) en algunas de las zonas estudiadas y
solamente se pudo cuantificar el TAP también en alguna de ellas. De los resultados
obtenidos se puede concluir que se observa un claro efecto antropogénico. En efecto, el
TAP fue detectado en aquellas muestras recogidas cerca de pueblos con actividad
ganadera o grandes ciudades, mientras que en aquellas zonas de muestreo donde no
existe ninguna actividad humana o ganadera, no se detecté6 ninguno de los farmacos
tireostaticos estudiados. El método analitico desarrollado en este trabajo de investigacién
constituye la primera aportacién para la determinacion de farmacos tireostéticos en aguas

por HPLC-ESI-MS.
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IX.1 INTRODUCCION

En la Introduccién de esta memoria se ha puesto de manifiesto la problematica
asociada a las hormonas esteroideas. A pesar de que muchas de ellas son naturales y
vitales para el correcto funcionamiento del organismo, el consumo de concentraciones
elevadas de las mismas o el de otras hormonas esteroideas no naturales a través de los
alimentos supone un claro riesgo para la salud. En este sentido, el consumo de carnes y de
productos de origen animal es una importante fuente de ingesta de hormonas. Este es el
caso de la leche, un producto de gran valor nutricional que sin embargo, en los tltimos
afios ha creado cierta controversia debido a las elevadas concentraciones de hormonas que
contiene. Las hormonas presentes en la leche pueden ser tanto naturales (la mayoria de la
leche se extrae de vacas en estado de gestacion y por tanto contiene unos niveles muy
elevados de hormonas naturales) como sintéticas (son administradas al ganado para
obtener el engorde rapido del animal) por lo que la determinacién de ambos tipos de

hormonas esteroideas en esta matriz es de gran importancia.

Existen en la bibliografia diversos trabajos en los que se ha llevado a cabo la
separacion y determinacion de hormonas esteroideas en muestras de leche. La GC,
especialmente acoplada a MS, es una técnica que goza de gran popularidad en este campo
[262, 263] pero presenta el gran inconveniente de incluir una etapa previa de
derivatizaciéon de los analitos que supone un gran consumo de tiempo, por lo que la
HPLC se presenta como una alternativa a la GC. En este sentido, podemos encontrar
algunos trabajos que emplean ya esta técnica para la determinacién de hormonas
esteroideas en leches [264-266]. La mayoria de estos trabajos emplean la HPLC acoplada a

MS.

Por otra parte, una de las etapas mas criticas en el planteamiento de nuevas
metodologias analiticas, se centra en el desarrollo de nuevos y efectivos procedimientos
de preparaciéon de muestra que permitan determinar los analitos de interés a niveles de

concentracion muy bajos. En general, la mayoria de los trabajos disponibles en la
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bibliografia dedicados a la extraccién y preconcentracién de hormonas estereoideas
emplean la SPE para este fin [267,269], por lo que se trabaja cada vez mas en el desarrollo
de nuevos materiales que sirvan de rellenos para SPE y que permitan la extraccion y
preconcentracién de las hormonas esteroideas de diferentes matrices de una forma rapida,
econémica y eficaz. En este sentido, los materiales mesoporosos suponen una gran

alternativa a las clasicas silices amorfas empleadas tradicionalmente en SPE.

Segtin la IUPAC, los materiales mesoporosos o mesoestructurados son aquellos con un
tamario de poro intermedio entre los materiales microporosos y los macroporosos (20-500

A), de elevada superficie especifica y con una distribucion de poro regular.

Desde el descubrimiento en el afio 1992 del material mesoporoso M41S, las silices
mesoporosas con diversas morfologias y tamafo controlado de poro han recibido especial
atencion [318]. Estas silices presentan una elevada superficie especifica y poros de gran
volumen, lo que les permite alojar moléculas de gran tamafio en su interior. Ademas, el
volumen de poro se puede ajustar mediante el empleo de distintos tensioactivos y el

control de las condiciones de sintesis [319].

Una caracteristica importante de los materiales mesoporosos, es su esqueleto
estructural, ya que los poros presentan un mismo didmetro y una misma morfologia, por
lo que se mantiene un sistema de translacion geométrica. Las propiedades mas

importantes de este tipo de materiales son [277]:

Tamafio de poro homogéneo
Elevado volumen de poro

Elevada érea superficial

A N N

Presencia de grupos silanoles en la superficie, susceptibles de ser funcionalizados
facilmente con distintos tipos de ligandos con una elevada dispersiéon y

accesibilidad a los centros activos de la silice.
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Las silices mesoporosas se han empleado en areas tan diversas como son la catdlisis
[320], como adsorbentes [321], en separaciones cromatograficas [322], en sensores

electroquimicos [323], etc.

Estas silices se suelen sintetizar a partir de tensioactivos que tienen la funcién de ser
agentes directores de estructura para el autoensamblaje y la condensacion de precursores
inorganicos. De esta manera, se forma una estructura tridimensional y mediante la
eliminacién (calcinacién) posterior del tensioactivo empleado como plantilla durante la
sintesis, se obtienen las silices con las propiedades texturales mencionadas anteriormente.
Con el fin de obtener tamafios de poro relativamente grandes se pueden introducir
agentes que expandan los poros durante el tratamiento térmico, como por ejemplo el N,N-
dimetildecilamina [324] o bien realizar la sintesis con copolimeros de masa molecular

mayor a 2000 como por ejemplo el P123, que es el empleado en este trabajo [325].

Una vez obtenido el soporte mesoestructurado se procede a la funcionalizaciéon del
mismo que nos va a permitir controlar algunas propiedades de la superficie, asi como,

proporcionar a estos materiales una mayor estabilidad térmica, mecénica o estructural.

En este trabajo de investigacion se han evaluado dos silices mesoporosas de distinta
morfologia funcionalizadas con grupos C18, para su empleo como relleno en cartuchos de
SPE para la extracciéon y preconcentracién de hormonas esteroideas en leches, y se han
comparado los resultados obtenidos con estos materiales y los obtenidos con cartuchos de
SPE disponibles comercialmente con el fin de demostrar las posibles ventajas que pueden

ofrecer estos materiales.

El trabajo de investigacion descrito en este capitulo se realiz6 durante una estancia de
cuatro meses en el Departamento de Quimica Inorganica y Analitica de la Universidad
Rey Juan Carlos (URJC) (Méstoles, Esparia) bajo la direccién de los Dres. Isabel Sierra

Alonso, Sonia Morante Zarcero y Damidn Pérez Quintanilla.
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IX.2 OBJETIVOS

El objetivo del trabajo de investigacion presentado en este capitulo ha sido la
evaluaciéon de dos silices mesoporosas funcionalizadas con grupos C18 para su empleo
como relleno en cartuchos de SPE para la extraccién de siete hormonas esteroideas
(estrona (E1), estradiol (E2), estriol (E3), dietilestilbestrol (DES), etinil estradiol (EE2),
testosterona (T) y progesterona (P)) en muestras de leche. Ademas, y con el fin de realizar
el seguimiento de los procedimientos de extraccion realizados con estas nuevas fases, se
ha desarrollado un método de separacién para las siete hormonas estudiadas por HPLC-

UVv.

Con este fin se plantearon los siguientes objetivos concretos:

1. Sintetizar dos silices mesoporosas distintas (SBA15 y SM) funcionalizadas con

grupos C18.

2. Caracterizar las silices mesoporosas mediante microscopia electrénica de barrido
(SEM), microscopia electrénica de transmision (TEM), isotermas de adsorcion-
desorcion mediante el método BET, andlisis elemental (AE) y anAlisis

termogravimétrico (TG).

3. Desarrollar un método cromatografico por HPLC-UV para la separaciéon

simultdnea de las siete hormonas esteroideas estudiadas.
4. Evaluar las silices mesoporosas sintetizadas empleadas como rellenos de

cartuchos de SPE para la extraccién de las siete hormonas esteroideas estudiadas

en muestras de leche.
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5. Comparar los resultados obtenidos con las silices mesoporosas y los obtenidos
con otras fases estacionarias comerciales de SPE empleadas en la bibliografia para

la extraccion de hormonas esteroideas en leche.

IX.3 RESULTADOS Y DISCUSION

IX.3.1 Sintesis y caracterizacion de silices mesoestructuradas

En este trabajo de investigacién se han sintetizado dos silices mesoporosas diferentes:
SBA15 y SM. La sintesis de ambos materiales y su funcionalizacién con cadenas C18 se

realiz6 segtn el procedimiento que se ha explicado en el apartado I11.3.5 de esta memoria.

Con el fin de caracterizar ambos sélidos mesoporosos, antes y después de su
funcionalizacién, se realizaron diversos estudios: isotermas de adsorcién-desorcion de
gases en solidos realizados mediante el método BET, SEM, TEM, AE y TG. Los ensayos
BET y TG se realizaron en el Departamento de Quimica Inorgéanica y Analitica y en el
Departamento de Ciencia e Ingenieria de Materiales de la URJC, respectivamente, las
microscopias SEM y TEM se realizaron en el Centro de Apoyo Tecnoldgico de la URJC y
los andlisis elementales se realizaron en la Universidad Complutense de Madrid. A
continuacién, se explicard muy brevemente el fundamento de cada una de estas técnicas
de caracterizacion, asi como, los resultados obtenidos con ellas para cada una de las silices

mesoporosas estudiadas.

El AE es una técnica que aporta informacién del contenido de C, H y N presentes en
un material. Se trata de una técnica destructiva en la que tras pesar una determinada
cantidad de la muestra, ésta se somete a una oxidacién térmica (1600-1800 °C), de forma
que se consigue la conversiéon de los componentes de la muestra en CO, H:O y Na. A
través de la adsorcion selectiva de cada uno de estos gases se puede determinar la
cantidad de los mismos, y de esta manera en nuestro caso establecer el porcentaje de
cadenas C18 presente en cada una de las silices sintetizadas, que estdn funcionalizadas

con grupos C18.
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La Tabla IX.1 agrupa los porcentajes de C e Hy el grado de funcionalizacién obtenido
para las dos silices mesoporosas sintetizadas en este trabajo y para una silice amorfa
comercial, todas ellas funcionalizadas con grupos C18. Se observa que el grado de
funcionalizacién (expresado como milimoles de ligando por gramo de material) en la
silice amorfa comercial es algo inferior al de las silices mesoporosas, lo cual puede
atribuirse a su menor area superficial. En el caso de las silices mesoporosas
funcionalizadas, el grado de funcionalizacién conseguido fue ligeramente superior para la
silice SBA15, al ser ésta la que presenta mayor superficie de las dos. También indicar que
en el caso de las silices mesoporosas la sintesis se habia realizado adicionando un 15% en
masa de C18, y el contenido real de C18 anclado sobre la superficie de estos materiales se
determiné a través del AE obteniéndose un valor de 0.28 mmol C18/g silice para la

SBA15-C18 y de 0.26 mmol C18/ g silice para la SM-C18.

Tabla IX.1. Porcentajes de C e H obtenidos por AE en las silices empleadas en este trabajo.

Grado de funcionalizaciéon con

COMPUESTO % C % H
grupos C18 (mmol C18/ g silice)
SBA15-C18 6.62 2.07 0.28
SM-C18 6.22 1.97 0.26
C18 COMERCIAL 5.59 2.06 0.23

La TG es una técnica en la que se mide el peso de la muestra frente al tiempo o a la
temperatura mientras ésta se somete a un programa de temperatura controlado en una
atmosfera especifica e inerte en la mayoria de los casos. Esta técnica permite por tanto
estudiar procesos como descomposiciones, sublimaciones, reducciones, desorciones o
absorciones. En el caso de las silices fucionalizadas con grupos C18, esta prueba permite
estimar el grado de funcionalizacién a partir de la pérdida de masa que se produce
durante del proceso de calcinacién del material, lo que nos da una idea de su estabilidad

térmica y, ademas, nos permite confirmar los resultados obtenidos en el AE.
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La Figura IX.1 muestra las curvas termogravimétricas obtenidas para los materiales
SBA15-C18 y SM-C18. Se puede observar en ambos casos una primera pérdida de masa
entre la temperatura de partida (T* ambiente) y aproximadamente 150°C que se
corresponde con la pérdida de moléculas de agua fisisorbidas al material, asi como, de
algunos otros compuestos volatiles que hayan podido quedar tras la sintesis del material.
Entre los 150 y 200° C no se observa pérdida significativa de masa, pero a partir de esta
temperatura y hasta los 600°C se produce otro descenso de masa acusado, debido a la
pérdida de las cadenas de C18 mediante un proceso exotérmico en varias etapas. La
pérdida de masa observada en ambos casos confirma los resultados de grado de
funcionalizaciéon obtenidos mediante AE, comprobandose que la silice SBA15-C18 es la

que presenta un grado de funcionalizacién ligeramente superior.

La SEM es una técnica que permite la observaciéon y caracterizacién superficial de las
particulas de un sélido y proporciona informacién morfolégica de las mismas. La Figura
IX.2 muestra las imdgenes SEM correspondientes a las tres silices empleadas en este
trabajo (a y b: silice amorfa comercial, ¢ y d: silice mesoporosa SM-C18, e y f: silice
mesoporosa SBA15-C18). Se puede observar que para la silice comercial las particulas
poseen morfologias muy diversas, mientras que para la SBA15-C18 las particulas tienen
forma alargada (cilindrica) y para la SM-C18 son esféricas. Ademads, existe una gran
diferencia de tamafio entre las particulas de las tres silices, siendo la silice comercial la que
presenta el mayor tamafo de particula (> 20 pm), mucho mayor que las mesoporosas

(entre 2y 5 pm).

La TEM es una técnica que permite determinar el tipo y el tamafio de poro de los
materiales. La Figura IX.3 muestra las imdgenes TEM correspondientes a la silice
comercial (a) y a las dos silices mesoporosas (b: SM-C18, ¢ y d: SMA15-C18 en dos ejes
distintos). Se puede observar que la silice amorfa comercial (a) muestra poros de tamario
muy heterogéneo y con una distribucién desordenada, que la silice mesoporosa SM-C18
(b) presenta poros tipo “agujero de gusano” de tamafio homogéneo pero con una
distribucién poco ordenada y que la silice mesoporosa SMA15-C18 presenta poros con

una distribucién muy ordenada (c¢) y muy homogéneos con forma hexagonal (d). De esta
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forma mientras que en la silice comercial los poros no atraviesan la particula, en la silice
SM-C18 la distribucién de los poros es tridimensional y en la silice SMA15-C18 la

distribucién de los poros es monodimensional (canales paralelos en una dismension).
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Figura IX.1. Andlisis termogravimétricos: a) SBA15-C18 y b) SM-C18.

334



Evaluacion de silices mesoporosas para la extraccion de hormonas esteroideas

AccV SpotMagn Det WD —————= 50pum Acg.M ?pulMﬁgr’" Det WD |_~_..,§

250 kvB.0 1000x  SE 0.5 25[”’\' 60 Zﬁll{ BSE 101

SpotMagn  Det: WD 20 zm
SE 97

25.0kV 5.1

AcoV SpotMagn Det WD ;—L

250KV 3.4 20000x SE 100

Figura IX.2. Imdgenes SEM: a y b) Silice comercial funcionalizada con C18; c y d) SM-C18;
ey f) SBA15-C18.
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Figura IX.3. Imdgenes TEM: a) Silice comercial funcionalizada con C18; b) SM-C18; c y d)
SBA15-C18.

Finalmente, el ensayo de fisisorciéon de gases en sélidos es una técnica empleada para
el estudio de la caracterizacion de la textura porosa del mismo. Consiste en la adhesién de
un adsorbato (gas N») en la silice, mediante fuerzas de interaccién dipolares sin enlace
quimico. El método BET es el mas empleado para llevar a cabo estos experimentos, en el
que se emplea N> como gas y se obtiene la isoterma de adsorciéon a 77°K. Asi, se pueden
distinguir hasta 6 tipos de isotermas diferentes en funcién del tipo de material, que se
muestran en la Figura IX.4. En el caso concreto de los materiales mesoporosos, se

producen dos tipos de isotermas caracteristicas que son la isoterma IV y la V.
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v

Figura IX.4. Tipos de isotermas de adsorciéon-desorcion

En la Figura IX.5 se muestran las isotermas obtenidas para las dos silices mesoporosas
sintetizadas en este trabajo. Se observa que ambas se corresponden con isotermas tipo 1V,
caracteristicas de los materiales mesoporosos, donde la adsorcién y la desorciéon de gas en
el material no se produce por el mismo mecanismo y por ello, se puede ver un ciclo de

histéresis.

Como se puede observar, si comparamos las isotermas de los materiales preparados
antes y después de la funcionalizacién, el cambio mas significativo es un descenso en el
volumen de gas adsorbido en las silices funcionalizadas, lo que se atribuye al descenso en
el volumen de poro que se produce en estos materiales como consecuencia de la

incorporacién de las cadenas de C18 al interior de los mismos.
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Figura IX.5. Isotermas de adsorciéon y desorcién de Nz a 77°K: a) SBA15 sin funcionalizar;

b) SBA15-C18; ¢) SM sin funcionalizar y d) SM-C18.

Finalmente, mediante el método BET se obtuvo el didmetro y el volumen medio de

poro. La Figura IX.6 muestra la distribucién del tamafo de poro de cada una de las silices

mesoporosas sintetizadas. Como se puede comprobar tras observar las graficas mostradas

en esta figura, la dispersion en el didmetro de poro fue bastante superior en las silices SM

y SM-C18, en comparacién con las silices SBA15 y SBA15-C18, hecho que ya se habia

puesto de manifiesto con las imagenes obtenidas por TEM.
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Figura IX.6. Distribucién del tamafio de poro de los materiales mesoporosos: a) SBA15

sin funcionalizar; b) SBA15-C18; c) SM sin funcionalizar y d) SM-C18.

La Tabla IX.2 agrupa los valores obtenidos para las dos silices mesoporosas,

funcionalizadas y sin funcionalizar, de superficie, didmetro medio de poro y volumen

medio de poro.

Como se puede observar en la Tabla IX.2, las silices funcionalizadas poseen una

superficie, volumen de poro y didmetro medio de poro menor que los materiales sin

funcionalizar ya que los grupos C18 se introducen en los poros de la silice reduciendo el

tamarfio de los mismos y la superficie del material.
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Tabla IX.2. Caracteristicas de las silices mesoporosas funcionalizadas y sin funcionalizar.

MATERIAL Su(;:::/f;)cie Vol;g:(e)r;cnr;e;:lé)o de Diém;t)rrong;iio de
SBA15 729 0.75 64.2
SBA15-C18 533 0.58 64.6
SM 441 0.77 75.7
SM-C18 388 0.71 62.5

IX.3.2 Separacion de las hormonas esteroideas estudiadas por HPLC

La segunda etapa de este trabajo de investigacién consistié en el desarrollo de un
método cromatografico por HPLC empleando un detector UV de diodos en serie (DAD)

para la separacion simultanea de las hormonas esteroideas E1, E2, E3, EE2, DES, Ty P.

Para ello, se utiliz6 una columna Ascentis C18 y se emplearon dos fases moéviles (Fase
A: agua, Fase B: ACN). Debido a la similitud estructural de las siete hormonas esteroideas
estudiadas y con el fin de obtener la separaciéon simultanea a linea base de las mismas por

HPLC, se tuvo que optimizar un gradiente de elucién que se muestra en la Tabla IX.3.

Tabla IX.3. Gradiente de fase mévil empleado para la separacion simultanea de las siete

hormonas esteroideas estudiadas.

t (min) %A %B
0 65 35
5 55 45
13 55 45
14 0 100
20 0 100
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Con el fin de obtener la mayor sensibilidad posible y como cada uno de los analitos
estudiados presentaba el méximo de absorcién en el UV a una longitud de onda diferente,
se selecciond como longitud de onda de deteccion 200 nm para E1, E2, E3, EE2 y DES y
242 nm para T y P. De este modo y considerando los tiempos de retencion de cada analito
se establecieron diferentes intervalos de longitud de onda de medida que se han agrupado

en la Tabla IX4.

Tabla IX.4. Intervalos de longitud de onda establecidos durante la separacion

cromatogréafica de los siete analitos estudiados.

t (min) Longitud de onda (nm)
0 200
10.1 242
10.8 200
15.7 242
20.0 242

En estas condiciones cromatograficas se obtuvo la separaciéon simultdanea y total de
todas las hormonas esteroideas estudiadas en un tiempo inferior a los 18 min. La Figura
IX.7 muestra a modo de ejemplo, el cromatograma obtenido para una disolucién patrén
preparada en MeOH que contiene las siete hormonas a una concentracién de 10 mg/L de
cada una de ellas y en la que se observa que los siete picos estdn perfectamente resueltos a

linea base.
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Figura IX.7. Cromatograma correspondiente a la separacién de una disolucién patrén de
las siete hormonas esteroideas estudiadas a una concentracién de 10 mg/L de cada una de
ellas. Condiciones experimentales: temperatura: 45°C, volumen inyectado: 20 pL, flujo: 1

mL/min. Resto de condiciones experimentales en el texto.

IX.3.3 Extraccién de las hormonas esteroideas en leche mediante el empleo de

cartuchos comerciales de SPE

Con el fin de extraer de manera adecuada las siete hormonas esteroideas estudiadas en
este trabajo de investigacion y comparar su eficacia con las nuevas fases mesoporosas
sintetizadas en el mismo, se evaluaron una serie de cartuchos SPE comerciales, asi como,

distintas combinaciones de los mismos.

Las hormonas esteroideas presentes en la leche se pueden encontrar en su forma libre
o en su forma conjugada como metabolitos glucuronados o sulfatados. En este sentido,
algunos métodos descritos en la bibliografia realizan una hidroélisis previa de los analitos
con Helix Pomatia para obtener la forma libre de las hormonas presentes en la muestra,

procedimiento que no solo hace el trabajo mas tedioso, sino que ademas incrementa el
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tiempo de andlisis en gran medida puesto que en este caso hay que dejar la muestra toda
la noche incubando con la enzima. Por otro lado, también hay cada vez més autores que
aseguran que la proporcién de las formas conjugadas es realmente baja en comparacion
con las formas libres y que por ello no es necesario incluir esta etapa [265]. Como en este
trabajo todos los estudios se llevaron a cabo con muestras fortificadas se pudo eliminar la
etapa de hidrolisis, ya que en este caso todos los analitos se van a encontrar en su forma

libre.

Dado que existen en la bibliografia varios trabajos que emplean cartuchos tipo HLB
[265, 267, 269] y C18 [267] para la extraccién de hormonas esteroideas en muestras de
leche y que ademés en ellos, se emplea el acoplamiento de estos cartuchos con cartuchos
NH, para mejorar los porcentajes de recuperacién, en este trabajo se ha evaluado el
empleo de los cartuchos HLB, C18 y las combinaciones HLB + NH> y C18 + NH, para la

extraccion de las siete hormonas estudiadas en el mismo.

El procedimiento experimental utilizado en la realizacién de estas extracciones se ha
descrito en el apartado 1I1.3.2.2 de esta memoria de investigacion. En este caso y mediante
la comparacién de los resultados obtenidos para las muestras reales de leche y la muestra
simulada se determinaron los porcentajes de recuperacién para las siete hormonas
esteroideas con cada uno de los cartuchos de extraccién empleados y las combinaciones

de los mismos que se agrupan en la Tabla IX.5.

Tabla IX.5. Porcentajes de recuperaciéon obtenidos para las siete hormonas esteroideas

estudiadas con los diferentes procedimientos SPE utilizados.

CARTUCHOS E3 E2 EE2 E1l DES T P
C18 40.3 69.8 69.8 69.9 52.4 73.5 87.4

HLB 99.7 79.5 76.9 75.8 75.9 79.9 91
C18 + NH> 52.7 88.5 88.8 86.4 67.9 84.9 83.9
HLB + NH; 92.6 79.8 82.2 80.3 77.3 86.1 83.4
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De todas las combinaciones de cartuchos SPE comerciales estudiadas, el empleo de
cartuchos HLB en combinacién con uno tipo NHp, dio lugar a los mejores porcentajes de
recuperacion para practicamente todos los analitos estudiados. Sin embargo, cuando se
empleaban tnicamente cartuchos HLB, las recuperaciones obtenidas eran muy similares y
el proceso de extracciéon resultaba mucho mas simple al tener un tnico cartucho de

extraccion.

En definitiva, se puede concluir que el empleo de cartuchos HLB supone un método
rapido y eficaz para la extracciéon y preconcentracién de las hormonas esteroideas
estudiadas en este trabajo en muestras de leche, obteniéndose recuperaciones entre el 76 y

100 % aproximadamente.

IX.3.4 Empleo de las silices mesoporosas funcionalizadas con C18 para la

extraccion de hormonas esteroideas en leche. Ensayos en discontinuo

A continuacién, se pas6é a evaluar el empleo de las silices mesoporosas como
adsorbentes para la extraccion de las siete hormonas esteroideas estudiadas en muestras

de leche.

En primer lugar se realiz6 un ensayo de adsorcién en discontinuo. Para ello y con el fin
de simular las condiciones experimentales de los estudios realizados por SPE
mencionados anteriormente, se prepararon dos disoluciones patrén de 25 mL en
agua:MeOH (80:20 v:v) que contenian las siete hormonas a una concentracién de 5 mg/L
y 10 mg/L, respectivamente. Estas disoluciones se pusieron en contacto con 100 mg de
cada una de las silices mesoporosas y se agité6 de manera continua. Posteriormente, se
recogieron cuatro alicuotas del sobrenadante a distintos tiempos (30, 60, 180 min y 3 dias)
y se determind cémo se adsorbian los diferentes analitos en el sélido mesoporoso en

funcién del tiempo de contacto.
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La Tabla IX.6 agrupa los porcentajes de adsorcién determinados en funcién del tiempo
de contacto entre las hormonas esteroideas y el material mesoporoso para las dos

disoluciones de distinta concentracion.

Tabla IX.6. Porcentajes de adsorcion obtenidos para las dos disoluciones de diferente
concentracion (5 y 10 mg/L) de las siete hormonas esteroideas estudiadas en los ensayos

de adsorcion en discontinuo con las silices mesoporosas SBA15-C18 y SM-C18.

E3 E2 EE2 El1 DES T P

30 min 7.5 201 313 274 14 667 927

60 min 6.9 182 314 272 38 648 907
) 5 mg/L

180 min 7.3 163 303 224 83 592 885

SBA15-C18 | 3 dias 16.8 632 760 425 1002 495 83.6

30 min 5.6 119 258 163 0.0 399 737

60 min 6.6 100 291 153 0.0 410 711
) 10 mg/L

180 min 6.2 36.7 243 127 0.0 342 682

3 dias 9.9 31.8 434 240 677 291 589

30 min 10.5 347 482 408 352 71.0 941

60 min 10.3 333 476 392 355 686 919
. 5 mg/L

180 min 10.5 325 440 382 451 66.7 928

SM-C18 3 dias 19.0 721 830 537 1025 654 918

30 min 41 188 309 199 65 444 794

60 min 5.2 172 326 214 88 446 787
) 10 mg/L

180 min 6.1 158 304 187 179 41.0 75.0

3 dias 9.5 399 539 290 839 404 727

Los resultados obtenidos en los estudios de adsorcién en discontinuo muestran que las
hormonas esteroideas T y P experimentan una gran adsorcién tanto en SBA15-C18 como
en SM-C18 en tan solo 30 min y que a medida que pasa el tiempo, los analitos sufren una

ligera desorcién y los porcentajes de adsorcion disminuyen después de pasar tres dias.

345




Evaluacion de silices mesoporosas para la extraccion de hormonas esteroideas

Para el compuesto DES ocurre lo contrario, y a pesar de que en tiempos cortos se observa
una adsorcién muy baja, sobre todo con SBA15-C18, una vez que han pasado tres dias la
adsorciéon del analito es completa para la concentracién mas baja de las disoluciones
metanolicas (5 mg/L) y en las dos silices mesoporosas. Para los compuestos E2 y EE2 se
alcanzan porcentajes de adsorcion moderados en tiempos cortos, pero aumenta hasta un
83 % después de tres dias. Por dltimo, para el compuesto E1 y especialmente para el
compuesto E3 los porcentajes de adsorcién obtenidos son los mas bajos, llegando como

mucho a un valor maximo aproximado de 54 % y 19 % respectivamente.

Estos resultados permiten concluir que existe para todas los hormonas esteroideas
estudiadas alguin tipo de afinidad hacia las silices mesoporosas sintetizadas en este
trabajo, por lo que se puede considerar que son materiales adecuados para ser empleados
como rellenos en cartuchos de SPE, al menos para este tipo de compuestos. Ademas, los
resultados obtenidos mostraron que en los estudios de adsorciéon en discontinuo, la silice

mesoporosa SM-C18 fue la que proporcioné una mayor adsorcién para todos los analitos.

IX.3.5 Empleo de las silices mesoporosas funcionalizadas con C18 para la
extraccion de hormonas esteroideas en leche. Comparacion con particulas de

silice C18 comerciales en estudios de SPE

A la vista de los resultados obtenidos en los estudios realizados en discontinuo, se
procedi6 a utilizar las dos silices mesoporosas como rellenos de cartuchos de SPE para la

extraccion de las siete hormonas esteroideas en las muestras de leche.

El método de extraccion empleado fue el descrito por Yang y col. [267], es decir, el
mismo que se habia utilizado en los estudios realizados con cartuchos comerciales de SPE
en el apartado IX.3.3 de este capitulo. En este caso, se emplearon 100 mg de fase
estacionaria y un 1 g de leche de vaca en lugar de los 500 mg de fase estacionaria y los 5 g

de muestra empleados en los estudios realizados con los cartuchos comerciales.
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Primero se llevé a cabo el tratamiento de muestra completo empleando las dos silices
mesoporosas y utilizando en cada caso una muestra de leche fortificada con los analitos a
un nivel de concentracién de 2 mg/kg y una muestra simulada que fue fortificada con los
analitos a la misma concentracién, antes de la evaporacion final del disolvente. Por
comparacion de los resultados obtenidos para cada muestra real de leche y su
correspondiente muestra simulada, se determinaron los porcentajes de recuperacién para
cada uno de los compuestos con cada una de las silices, y cuyos valores se agrupan en la
Tabla IX.7. Decir, que estos estudios se realizaron empleando cartuchos de SPE de un
volumen de 3 mL (con 100 mg de fase estacionaria) y que la disolucién eluyente utilizada

en todos los casos fueron 2 mL de MeOH.

Tabla IX.7. Porcentajes de recuperacién obtenidos en leches fortificadas con las siete
hormonas esteroideas a una concentraciéon de 2 mg/kg de cada una de ellas utilizando
cartuchos de SPE de 3 mL rellenos con 100 mg de fase estacionaria y empleando como

disolucion eluyente 2 mL de MeOH.

CARTUCHOS E3 E2 EE2 E1 DES T P
SBA15-C18 17.8 48.5 74.6 53.9 61.8 64.1 55.4
SM-C18 6.2 25.1 54.3 16.3 33.8 38.7 53.2

Los resultados obtenidos mostraron que a pesar de que en los estudios de adsorcién en
discontinuo, la silice mesoporosa SM-C18 fue la que proporcioné una mayor adsorcién
para todos los analitos, en este caso con cartuchos SPE fue la silice mesoporosa SBA15-C18
la que proporcioné mejores resultados. Teniendo en cuenta que el grado de
funcionalizacién en ambas silices fue muy similar, la diferencia observada en cuanto al
porcentaje de recuperacién entre los ensayos realizados en continuo y en discontinuo
podria atribuirse, principalmente, a la diferente distribucién de poro en ambos materiales,
siendo la distribuciéon ordenada en forma de canales paralelos presente en la SBA15-C18
la mas adecuada para la extracciéon en continuo. Por este motivo, a partir de este momento

las experiencias se centraron en mejorar la recuperacion obtenida con la silice SBA15-C18.
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Con este fin, se realiz6 el mismo estudio descrito anteriormente pero empleando
cartuchos de extraccion de volumen de 6 mL rellenos con 100 mg de fase estacionaria, de
manera que al aumentar la superficie de contacto las recuperaciones obtenidas fuesen
mayores que las alcanzadas con los cartuchos de menor volumen que habian sido
empleados. Ademads, la altura de lecho alcanzada con los materiales mesoporosos también
es importante a la hora de mejorar el paso de la disolucion de la muestra a través del
cartucho por lo que una mayor superficie y una menor altura puede ayudar en este
sentido. Al igual que anteriormente, se prepararon tres cartuchos de 6 mL rellenos con 100
mg de SBA15-C18 y también tres cartuchos de 6 mL rellenos con 100 mg de C18 comercial
con el fin de comparar los resultados obtenidos con ambas fases en las mismas
condiciones experimentales y se realizaron todas las medidas para cada una de las fases
estacionarias en dos muestras reales y una simulada. Los resultados obtenidos para los

porcentajes de recuperacion se agrupan en la Tabla IV .8.

Tabla IX.8. Porcentajes de recuperaciéon medios obtenidos en leches fortificadas con las
siete homonas esteroideas a concentraciones de 2 mg/kg empleando cartuchos de SPE de
6 mL rellenos con 100 mg de fase estacionaria y utilizando como disolvente de elucién 2

mL de MeOH.

CARTUCHOS E3 E2 EE2 El DES T P
SBA15-C18 35.6 95.2 100.9 99.3 87.3 99.6 96.6
C18 comercial 58.4 76.9 74.4 53.0 58.6 101.1 81.6

Si se comparan los valores de porcentajes de recuperacién de las Tablas IX.7 y IX.8, se
observa que los resultados obtenidos empleando cartuchos de 6 mL fueron bastante
mejores que los obtenidos con cartuchos de 3 mL para la silice mesoporosa SBA15-C18, lo
que confirma que la altura del lecho es un factor importante en el proceso de SPE con este
tipo de materiales, por lo que las siguientes experiencias se realizaron empleando en todo

momento los cartuchos de mayor volumen. Ademds, los porcentajes de recuperacién
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obtenidos con el material mesoporoso (entre 87 y 101 %) fueron siempre superiores a los
obtenidos con la fase estacionaria C18 comercial, excepto para la hormona E3. Este hecho
podria ser atribuido al mayor grado de funcionalizacién de la silice SBA15-C18, lo cual la
convierte en un material mas apolar en comparacién con la silice comercial, siendo la
hormona E3 la que presenta mayor polaridad de las estudiadas y, por tanto, la que
presenta menores porcentajes de recuperacion en este tipo de cartuchos de fase inversa

(ver Tabla IX.5).

La Figura IX.8 muestra a modo de ejemplo, el cromatograma obtenido para un
extracto de leche de vaca fortificado con las siete hormonas a una concentracién de 2
mg/kg de cada una de ellas empleando como eluyente 2 mL de MeOH y 100 mg de la

silice mesoporosa SBA15-C18 en cartuchos de 6 mL.

200

150+

100+
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Figura IX.8. Cromatograma correspondiente a la separacién de un extracto de leche
fortificado con las siete hormonas esteroideas estudiadas a una concentracién de 2 mg/kg
de cada una de ellas. Condiciones experimentales: temperatura: 45°C, volumen inyectado:

20 pL, flujo: 1 mL/min. Resto de condiciones experimentales en el texto.
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Finalmente, y con el fin de mejorar los porcentajes de recuperacién obtenidos con la
silice mesoporosa SBA15-C18, se emple6 ACN como eluyente en lugar de MeOH. Se
prepararon tres cartuchos de 6 mL rellenos con 100 mg de la silice SBA15-C18 y se
extrajeron dos muestras reales de leche y una simulada. La Tabla IX.9 agrupa los valores
medios de porcentaje de recuperacién obtenidos para cada una de las hormonas
esteroideas en las muestras de leche de vaca. En este caso, el empleo de acetonitrilo como
disolucién eluyente proporcioné aun mejores resultados (entre 61.5 y 108 %) que el

empleo de metanol para todas las hormonas estudiadas.

Tabla IX.9. Porcentajes de recuperaciéon medios obtenidos en leches fortificadas con las
siete hormonas esteroideas a una concentraciéon de 2 mg/kg empleando cartuchos de SPE
de 6 mL rellenos con 100 mg de fase estacionaria y empleando como disolvente de elucién

2 mL de acetonitrilo.

ELUYENTE CARTUCHOS E3 E2 EE2 El DES T P
ACN SBA15-C18 61.5 879 989 93.6 96.6 1054 108.1
MeOH SBA15-C18 35.6 952 1009 99.3 87.3 99.6  96.6

Decir, que estos resultados demuestran el gran potencial que presenta el material
mesoporoso SBA15-C18 como fase estacionaria para el relleno de cartuchos de SPE para la
extraccion de hormonas esteroideas en muestras de leche. En efecto, los porcentajes de
recuperacion obtenidos con esta nueva fase estacionaria fueron mucho mejores a los
obtenidos con los demas rellenos, excepto para la hormona E3, para la que se obtuvieron
porcentajes de recuperacién inferiores a los obtenidos con cartuchos tipo HLB, HLB +

NH; e incluso el material C18 comercial.
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IX.4 CONCLUSIONES

En este trabajo de investigacién se han sintetizados dos nuevas silices mesoporosas
funcionalizadas con grupos C18 que han sido caracterizadas empleando técnicas como
SEM, TEM, BET, AE y TG. Posteriormente estas silices fueron evaluadas como fases
estacionarias en cartuchos de SPE para la extraccién de siete hormonas esteroideas en
muestras de leche de vaca pasteurizada. Ademas, se ha desarrollado un método de HPLC
con detecciéon UV para la separacion de las siete hormonas esteroideas que supone el
primer método que existe en la bibliografia que permite separar estas siete hormonas de
manera simultdnea. Dicho método, se ha empleado para determinar los porcentajes de
recuperacion obtenidos para todos los analitos estudiados con cada uno de los diferentes

protocolos de extracciéon empleados.

De las dos silices mesoporosas sintetizadas, la silice SBA15-C18 ha mostrado un gran
potencial como fase estacionaria para la extraccion de las hormonas esteroideas
estudiadas mediante SPE. La comparaciéon de los resultados obtenidos con rellenos
comerciales C18, HLB, HLC + NH, y C18 + NH> Y las silices mesoporosas, ha demostrado
que la silice mesoporosa SBA15-C18 proporciona los mejores porcentajes de recuperacion
para todos los compuestos excepto para el compuestos E3. De hecho, en las condiciones
experimentales seleccionadas como éptimas se han alcanzado porcentajes de recuperaciéon
entre 88 y 108 % aproximadamente excepto para la hormona E3, para el que se obtuvo un
valor del 61.5 %. Se puede afirmar, que el empleo de la silice mesoporosa SBA15-C18
como fase estacionaria en SPE, supone una alternativa eficiente a los materiales de silice
amorfa disponibles comercialmente y da lugar a unos porcentajes de recuperacién
bastante homogéneos para todos los compuestos analizados. Por tltimo, decir que estos
porcentajes de recuperacion se refieren a 100 mg de fase estacionaria en los cartuchos SPE,
mientras que en los cartuchos comerciales se emplea una cantidad de relleno cinco veces
mayor. Por tanto con este material se reduce la cantidad de fase estacionaria empleada y

se minimizan los costes del procedimiento de tratamiento de muestra.
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Conclusiones

Del conjunto de resultados presentados en esta memoria, es posible extraer las

siguientes conclusiones generales:

v Se ha llevado a cabo por primera vez en el formato de la CE, la separacion
enantiomérica del insecticida piretroide cis-bifentrina empleando CD-MEKC
con deteccion UV. El método desarrollado ha permitido la separacién de los
dos enantiémeros de cis-bifentrina mediante el empleo de un sistema dual que
combina una CD neutra (TM-B-CD) con un tensioactivo quiral aniénico (SC).
La optimizaciéon de las variables experimentales (concentracion de CD y
tensioactivo, temperatura de trabajo y voltaje de separacién), ha permitido
obtener la separacién de los enantiémeros de la cis-bifentrina en un tiempo de
analisis de 9.2 min y con una resolucién enantiomérica de 2.8, mejorando los
resultados que se habian obtenido por otras técnicas de separacién como

HPLC o GC.

v Se han desarrollado dos metodologias analiticas quirales por CD-EKC que han
permitido obtener la separaciéon enantiomérica de metalaxil y benalaxil. Este es
el primer método desarrollado para la separacion de los enantiémeros de
benalaxil por CE. Asimismo, se ha mejorado la separacion quiral de metalaxil
con respecto a los trabajos existentes en la bibliografia por CE. En las
condiciones seleccionadas como éptimas después del estudio de la influencia
de cada una de las variables que afectan a la resolucién quiral, y mediante el
empleo de CDs de caradcter anidnico, se ha obtenido la separacién de los
enantiémeros de metalaxil en un tiempo de andlisis de 11.5 min con una
resolucién quiral de 3.1 y de los enantiémeros de benalaxil en un tiempo de 7.5
min y una resoluciéon enantiomérica de 15. Ademas, los enantiémeros de cada
uno de estos dos fungicidas se han separado simultdaneamente del fungicida
folpet en tiempos de andlisis similares a los correspondientes a la separaciéon

enantiomérica.
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v" Las metodologias de separacion desarrolladas empleando CE en el modo EKC
se han aplicado a la determinacién enantiomérica de cis-bifentrina, metalaxil y
benalaxil en productos pesticidas comerciales y al control de la pureza
enantiomérica en formulaciones agroquimicas comerciales etiquetadas como

enantioméricamente puras en metalaxil-M.

v' Se ha puesto de manifiesto el potencial de dos nuevas fases estacionarias
quirales, Sepapak-2 y Sepapak-4, en la separacion enantiomérica de 16
pesticidas quirales que incluyen insecticidas, fungicidas y herbicidas por nano-
LC y CEC. En las condiciones experimentales seleccionadas como éptimas, que
incluyen el empleo de la fase estacionaria Sepapak-4, se ha conseguido la
separacion de 9 de los 16 pesticidas analizados con resoluciones entre 0.6 y 5.2.
La comparaciéon de las separaciones enantioméricas obtenidas con la fase
estacionaria Sepapak-4 en nano-LC y CEC, ha permitido confirmar la mejora
en la eficacia y en la resolucién quiral obtenida por CEC, demostrando el gran

potencial de esta técnica en el campo de las separaciones quirales.

v Se ha desarrollado una metodologia analitica por CEC que ha permitido la
separacion enantiomérica del fungicida metalaxil y que ha sido aplicada con
éxito a la determinacién de la pureza enantiomérica de un producto comercial
que segun su etiquetado contenia tnicamente el enantiémero activo de
metalaxil (metalaxil-M). Los resultados obtenidos para el porcentaje de
impureza enantiomérica (3.7 %) por esta técnica son comparables a los
obtenidos para dicho compuesto por CD-MECK (3.6 %) en el mismo producto
comercial. Ademads, el método desarrollado también ha sido aplicado a la
determinacién de metalaxil en suelos y aguas tratadas con dicho producto

comercial.

v Se ha estudiado el potencial de tres columnas capilares quirales (Chirasil-Dex,
BGB-172 y BGB-176SE) en MDGC en su modo heart-cut para la separacion
enantiomérica simultdnea de PCBs y sus metabolitos MeSO,-PCBs. Los

estudios realizados han demostrado que mientras que para los PCBs las fases

356



Conclusiones

estacionarias eran capaces de discriminar quiralmente un gran ntmero de
PCBs, solamente la columna BGB-176SE dio lugar a resultados satisfactorios en
la separacién de los enantiomeros de los metabolitos metilsulfonados. La
optimizacién de la longitud de las columnas y de los programas de
temperatura empleados en MDGC en su modo heart-cut en la segunda
dimensién con la columna quiral BGB-1765E ha permitido obtener la
separacion enantiomérica simultanea de 6 PCBs y 6 MeSO»-PCBs en menos de
250 min, reduciéndose de esta manera el tiempo de andlisis practicamente tres
veces con respecto a los resultados iniciales. El método desarrollado se ha
aplicado a la determinacién de las fracciones enantioméricas de PCBs y sus
metabolitos metilsulfonados en muestras de aceites de pescado e higado de
ternera demostrando un claro enriquecimiento de uno de los enantiémeros de

algunos PCBs en las muestras estudiadas.

Se ha desarrollado un método por CD-MEKC para la separacion simultanea de
una serie de diez ftalatos parentales: DMP, DEP, DAP, DPP, DNPP, DCP,
DNOP, BBP, DBP y DEHP. Con este fin se ha realizado el estudio de la adicién
de diferentes sales biliares (SC, SDC, STDC y STC) y CDs de caracter neutro
(B-CD, Me-p-CD, DM-B-CD, TM-B-CD, HP-B-CD, Ac-p-CD y y-CD), asi como,
de modificadores organicos (MeOH o ACN) al medio de separacién. En las
condiciones seleccionadas como 6ptimas se obtuvo la separacion total de ocho
ftalatos con resoluciones superiores a 3.1 y la resolucién parcial de dos de ellos
(DNOP y DEHP) (Rs ~0.8), aunque suficiente para poder diferenciarlos en

muestras reales, en un tiempo de andlisis de tan solo 12 min.

El método desarrollado se ha aplicado a la determinaciéon de estos diez
compuestos en perfumes y aguas de colonia. De las 15 muestras analizadas se
encontré al menos un ftalato en once de ellas, siendo el DEP el ftalato que se
pudo determinar en la mayoria de las muestras en concentraciones entre 76 y

3115 mg/L. Ademads, también se determinaron DMP, DAP, DCP y DNPP en
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algunas de las muestras analizadas. Destacar que no se encontré ninguno de

los ftalatos prohibidos en las muestras analizadas.

Se ha desarrollado una metodologia analitica por HPLC acoplada a MS que ha
permitido la separacién y determinacién de cinco farmacos tireostéaticos (TAP,
MBI, MTU, PTU y PrTU) en un tiempo de andlisis de aproximadamente 6 min.
Se ha estudiado el potencial de diversos cartuchos SPE para extraer y
preconcentrar los cinco farmacos tireostaticos estudiados presentes en aguas
naturales. El caracter altamente hidrofilico de estos compuestos no ha
permitido la recuperacién cuantitativa de los mismos mediante SPE por lo que
se ha desarrollado un tratamiento de muestra basado en la evaporacién de la
de la misma a sequedad y su posterior redisolucion en un disolvente orgéanico
que ha permitido la obtencién de porcentajes de recuperaciéon adecuados entre

el 76 y el 108 % para los cinco farmacos estudiados.

El método desarrollado se ha aplicado por primera vez a la determinacién de
los cinco farmacos tireostaticos en aguas naturales procedentes de la provincia
de Lazio (Italia). Los resultados obtenidos han permitido poner de manifiesto
la relacion que existe entre la presencia de dichos compuestos en las aguas y
las dreas donde existe algtin tipo de actividad humana y/o ganadera. De todos
los analitos estudiados en este trabajo, inicamente se detectaron dos (TAP y
MBI) en siete de las diez muestras analizadas y solamente se pudo cuantificar

el TAP en cuatro de ellas.

Se han sintetizado dos silices mesoporosas (SBA15 y SM) de distinta
morfologia funcionalizadas con grupos C18 para su empleo como rellenos en
cartuchos de SPE para la extraccién y preconcentracién de siete hormonas

esteroideas (E1, E2, E3, EE2, DES, P y T) en muestras de leche de vaca.

Se han caracterizado las dos silices mesoporosas mediante el empleo de TEM,
SEM, AE e isotermas de adsorcién-desorciéon con el fin de estudiar la

morfologia, composicién y distribucion de poro de las mismas.
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v" Se ha desarrollado por primera vez un método HPLC-UV que ha permitido la
separacion de las siete hormonas esteroideas en un tiempo de andlisis inferior

a los 18 min.

v El método desarrollado se ha aplicado al andlisis de los extractos obtenidos
empleando las silices mesoporosas como rellenos en cartuchos de SPE. Los
estudios realizados han demostrado el gran potencial de la silice mesoporosa
SBA15-C18 para la extraccién de las siete hormonas estudiadas obteniéndose
recuperaciones entre el 88 y 108 % excepto para E3 para la que se obtuvo un 62
%. La comparacion de estos resultados con los obtenidos con algunos
cartuchos comerciales (HLB, HLB + NH,, C18 y C18+ NH>) ha demostrado que
el empleo de la silice SBA15-C18 como fase estacionaria en SPE, supone una
buena alternativa al empleo de los materiales convencionales de silice amorfa

disponibles comercialmente.

v" El trabajo de investigacion recogido en esta memoria constituye un conjunto
de nuevas metodologias analiticas completamente innovadoras que resuelven
de manera satisfactoria diversos problemas relacionados con la determinacion
de contaminantes quimicos en formulaciones agroquimicas comerciales y
muestras alimenticias, cosméticas y medioambientales. Para ello, se han
empleado las principales técnicas analiticas de separacién como son la CE en

diferentes modos, HPLC y GC acopladas o no a la MS.
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