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1. Resumen

Los ftalatos son un grupo de productos quimicos utilizados como plastificantes en
adhesivos, recubrimientos, especialmente en la fabricacion cloruro de polivinilo. El 2,6-
di-terc-butil-4-metilfenol es un antioxidante sintético procedente de la industria
petrolifera utilizado como un aditivo alimentario. El 4-metoxicinamato de 2-etilhexilo es
un filtro ultravioleta empleado como ingrediente activo en la formulacién de productos
cosmeéticos para la proteccién solar. Estos analitos a estudiar migran facilmente hacia el
medio ambiente, siendo por ello de interés su determinacion en muestras acuosas

medioambientales.

Todos los compuestos de interés tienen varias aplicaciones, se afiaden como aditivos a
determinados productos, como adhesivos, como antioxidantes, son sintetizados a gran
escala es por eso, por lo que se ha empezado a legislar su comercializacion, fabricacion y
el uso de determinadas sustancias. La Unién Europea ha legislado los ftalatos fijando un
limite restrictivo para el ftalato de di-2-etilhexilo en diferentes aguas continentales en la
Directiva 2013/39/UE, mientras que el 2,6-di-tect-butil-4-metilfenol y el 4-
metoxicinamato de 2-etilhexilo se han incluido en una lista de observacion segun la
Decision 2015/495/UE.

Se ha desarrollado un método simple, rapido y eficiente, basado en extraccion en fase
solida y determinacién mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria de
masas en tandem, presentando este método recuperaciones satisfactorias para todos los

compuestos estudiados.

Palabras Clave: Ftalatos, butil hidroxitolueno, 4-metoxicinamato de 2-etilhexilo,

extraccion en fase solida, cromatografia de gases, espectrometria de masas.

2. Abstract

Phthalates are a group of chemical products used as plasticizers in adhesives, coatings,
especially in the manufacture of polyvinyl chloride. 2,6-di-tert-butyl-4-methylphenol this
compounds is a synthetic antioxidant from the oil industry used as a food additive. The
2-ethylhexyl-4-methoxicinnamate is an ultraviolet filter used as an active ingredient in

the formulation of cosmetic products for sun protection. These analytes to be studied




migrate easily to the environment, for this, it is important their determination in

environmental agueous samples.

All the compounds to study present different applications, can be added as additives to
certain products, as adhesives, as antioxidants, among other applications. They are
synthesized on a large scale, for this, new legislation about the marketing, manufacture
and use these type of compounds has been developed. The European Union has legislated
for phthalates since they had their greatest peak, setting a restrictive limit for di-2-
ethylhexyl phthalate in different continental waters in Directive 2013/39/UE, while for
2,6-di-tert-butyl-4-methylphenol and 2-ethylhexyl-4-metoxicinnamate they have been
included in an observation list according to Decision 2015/495/UE.

A simple, fast and efficient method based on solid phase extraction and determination by
gas chromatography coupled to tandem mass spectrometry has been developed, allowing
satisfactory recoveries of around 100% for all the compounds studied.

Keywords: Phthalates, butylated hydroxytoluene, 2-diethylhexyl-4-metoxycinnamate,

solid phase extraction, gas chromatography, mass spectrometry.

3. Objetivos

El objetivo de este trabajo es la optimizacion de una metodologia analitica para la
determinacion de tres familias diferentes como los ftalatos, el butil hidroxitolueno y el 4-

metoxicinamato de 2-etilhexilo en muestras de aguas continentales.

4. Introduccion
a. Compuestos a estudiar

i. Ftalatos

Los plastificantes son aditivos que se mezclan con algunos plasticos para incrementar su
elasticidad (Bustamante-Montes, Lizama-Soberanis, Olaiz-Fernandez, & Véazquez-
Moreno, 2001). Los plasticos se definen segun el Reglamento (UE) N°10/2011 de la
Comision Europea como: “polimero al que pueden haberse afiadido aditivos u otras

sustancias y que es capaz de funcionar como principal componente estructural de




materiales y objetos finales” (Comision Europea, 2011). Los plastificantes de uso mas
comun son los derivados del acido ftalico o ftalatos (Bustamante-Montes, Lizama-
Soberanis, Olaiz-Fernandez, & Véazquez-Moreno, 2001). Asi, los ftalatos aportan
flexibilidad y durabilidad en productos como adhesivos, recubrimientos, acetatos de
polivinilo y especialmente en la fabricacion de cloruro de polivinilo (PVC). Los ésteres
de é&cido ftalico son los ésteres dialquilicos o arilicos del &cido benceno-1,2-dicarboxilico
(figura 1). De los plastificantes empleados en el mundo, los ftalatos suponen
aproximadamente un 93% del volumen total, incluso sabiéndose que muchos de ellos son
toxicos (Pérez F., 2013) (Farahani, Norouzi, Dinarvand, & Reza Ganjali, 2007).

Hoy en dia, todos los ftalatos utilizados como plastificantes estan por todas partes del
medio ambiente, debido a la ausencia de uniones quimicas covalentes entre los ftalatos y
la matriz polimérica que forma los plasticos, facilitando la migracion de los mismos y su
posterior liberacion al medio o a los productos donde se envasan (Pérez Feas, 2012)
(Balafas, Shaw, & Whitfield, 1999).
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Figura 1. Estructura general de los ésteres de acido ftalico: ftalatos.

El uso de los plasticos que contienen ftalatos se usan en materiales de construccion, ropas,
cosméticos, perfumes, envases de alimentos, juguetes, productos de vinilo, también, en
aplicaciones médicas como las bolsas y tubos de transfusién de sangre, bolsas de fluidos
intravenosas u otros dispositivos médicos. También se han encontrado ftalatos en aceites
lubricantes, disolventes y detergentes (EPA, 2007). Por otro lado, los ftalatos se pueden
utilizar como portadores o disolventes para fragancias de almizcle sintético en muchos
productos para el cuidado personal (Regueiro, Llompart, Garcia-Jares, Garcia-
Monteaguado, & Cela, 2008). Los efectos de la exposicion humana a los ftalatos estan en

constante discusién, encontrandose clasificados y legislados por la Unién Europea.

Ciertos ftaltos, asi como sus metabolitos y sus productos de degradacién, pueden causar
efectos adversos en la salud humana. Estan reconocidos y catalogados como téxicos, ya

que una alta exposicion puede generar fallos en el sistema endocrino, cambiando la




actividad hormonal, asi como generar dafios en 6rganos como el higado o el rifién
(Psillakis & Kalogerakis, 2003) (Arcadi, y otros, 1998), por eso, los ftalatos se clasifican
como disruptores endocrinos o agentes hormonales activos (HAA) debido a la capacidad
que tienen para interferir con el sistema endocrino en el cuerpo (EPA, 2007) (Petrovic,
Eljarrat, Lopez de Alda, & Barceld, 2001).

En la figura 2 se presentan las estructuras de los compuestos de interés.
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Figura 2. Estructura molecular de los ftalatos de interés en el proyecto.

En la tabla 1 se recogen las propiedades fisico-quimicas de los ftalatos incluidos en este
estudio, ya que son un factor clave a la hora de entender su comportamiento
medioambiental. Se puede observar que hay dos rangos de valores en los compuestos
estudiados, por un lado tenemos el DOP y el DEHP, son compuestos insolubles en agua
y con un valor de log Kowentre 7'y 8, lo que nos indica que son compuestos hidrofébicos,
favoreciendo la toxicidad de las sustancias y la adsorcion en tejidos grasos, suelos y
sedimentos. Mientras que para los otros ftalatos como el DMP, DEP, DBP Y BBP, son
compuestos solubles en agua con bajos log Kow, 10 que indica una probable movilidad,
esperando que los compuestos miguen facilmente y se bioacumulen en las matrices

acuosas.

Tabla 1. Propiedades fisico-quimicas de los ftalatos (National Center for Biotechnology

Information, s.f.).




Compuesto | n°® CAS | Formula molecular PM | log Kew | S(mgL™)
DMP 131-11-3 C10H1004 194.19 1.60 4.0
DEP 84-66-2 C12H1404 222.24 2.47 0
DBP 84-74-2 C18H2204 278.35 4.50 11.2
BBP 85-68-7 C19H2004 312.37 4.73 2.69
DOP 117-84-0 Co6H3304 390.56 8.10 0.022

DEHP 117-81-7 Co6H3304 390.56 7.60 0.27

Kow, coeficiente de particion octanol-agua; S, solubilidad en agua a 25 °C.

ii. 2,6-di-terc-butil-4-metilfenol

El 2,6-di-terc-butil-4-metilfenol, mas conocido como butil hidroxitolueno (BHT) (figura
3), es un antioxidante sintético procedente de la industria petrolifera. Es una de los
antioxidantes mas utilizados en los alimentos y productos relacionados con la comida
como un aditivo alimentario (Babich, 1982), aunque también se emplea como
antioxidante en cosmeticos y productos farmacéuticos (M. Tiziana Baratta, 1998). El
BHT reacciona con radicales libres haciendo disminuir la tasa de autooxidacion que
puede llevar a cabo cambios en el color y en el sabor de los alimentos. EI BHT es
ampliamente utilizado como un aditivo para aumentar la capacidad de alimentos y
plasticos (Fries & Puttmann, 2002).

El BHT se encuentra en el agua potable debido a su liberacion desde el envase que la
contiene (Tombesi & Freije, 2002) (Schwope, y otros, 1987).

CH,

HaC CHj,
CH; OH CHs

Figura 3. Estructura del BHT.




En la tabla 2 se recogen las propiedades fisico-quimicas del BHT, ya que son un factor
clave a la hora de entender su comportamiento medioambiental. Se puede observar que
el valor de log Kow €s 5.10, es un compuesto insoluble en agua, favoreciendo la toxicidad
de las sustancias y la adsorcion en tejidos grasos, suelos y sedimentos.

Tabla 2. Propiedades fisico-quimicas del BHT (National Center for Biotechnology

Information, s.f.).

Compuesto | n° CAS | Férmula molecular | PM log Kow | S (mgL™)

BHT 128-37-0 C15H240 220.34 5.10 0.6

Kow, coeficiente de particion octanol-agua; S, solubilidad en agua a 25°C.

iii. 4-metoxicinamato de 2-etilhexilo

El 4-metoxicinamato de 2-etilhexilo (2EH4MC) (figura 4) es un filtro ultravioleta (UV),
que se emplea como ingrediente activo en la formulacidén de productos cosmeticos para
la proteccion solar, protegiendo la piel humana de los efectos perjudiciales de la radiacion
solar (Tarazona Teruel, 2015) (Zhang & Lee, 2012). Los filtros UV organicos son
compuestos sintéticos con estructuras aromaticas (Ma, Wang, Zhen, Zhang , & Du, 2017).
Los filtros UV se definen como “las sustancias cuya finalidad exclusiva o principal sea
proteger la piel contra determinadas radiaciones ultravioletas absorbiendo, reflejando o
dispersando esta radiacion “segun el Reglamento (CE) N°1223/2009 del Parlamento
Europeo y del Consejo de 30 de noviembre de 2009 sobre los productos cosméticos
(version refundida) (Union Europea, 2009). Los filtros UV son los nuevos tipos de
contaminantes emergentes en el medio ambiente que han generado preocupaciones
importantes en los Gltimos afios debido a la amenaza potencial para el medio ambiente y
para la salud humana (Huang, Xie, Yan, Mi, & Xu, 2016) (Kunz & Fent, 2006) (Zhang
& Lee, 2012).

Los filtros UV legislados, junto con la concentracion maxima permitida, se recogen en el
ANEXO VI del Reglamento Europeo mencionado anteriormente, donde establecen para
el filtro UV 4-metoxicinamato de 2-etilhexilo, conocido como etilhexil metoxicinamato

(EMC) permitiendo una concentracion maxima de un 10% en productos cosméticos.




El compuesto 4-metoxicinamato de 2-etilhexilo es el filtro solar usado con mas frecuencia
ya que se puede incorporar sin problemas en las materias primas empleadas para
desarrollar los cosméticos (Capriotti, y otros, 2014).

O

~o

Figura 4. Estructura de compuesto 2EH4MC.

En la tabla 3 se recogen las propiedades fisico-quimicas del 2EH4MC, ya que son un
factor clave a la hora de entender su comportamiento medioambiental. Se puede observar
que el valor de log Kow €s 6.1, es un compuesto insoluble en agua, favoreciendo la

toxicidad de las sustancias y la adsorcion en tejidos grasos, suelos y sedimentos.

Tabla 3. Propiedades fisico-quimicas del 2EH4MC (National Center for Biotechnology

Information, s.f.).

Compuesto n® CAS Formula molecular | PM log Kow | S (mg L™)

2EHAMC 5466-77-3 C1sH2603 290.40 6.1 0.2

Kow, coeficiente de particion octanol-agua; S, solubilidad en agua a 25°C.

b. Origen, fuentes y distribucion medioambiental

Los ftalatos han sido empleados en la industria quimica desde que se empezaron a
producir en 1920 aunque tuvieron su mayor auge a partir de los afios 50, debido a su
propiedad plastificante en el PVC. En 1926, Waldo Semon desarroll6 el método de
plastificacion del PVC con ayuda de ciertos aditivos, haciendo que el material fuese mas
flexible y mas facil de fabricar. Este método es considerado como el punto de partida de
la produccién de PVC y por ello, del descubrimiento de los ftalatos (The Editors of

Encyclopaedia Britannica See Article History, s.f.).

La actividad humana esta cada vez mas relacionada con la produccion de plasticos, y su

posterior emision de compuestos al medioambiente, como los ftalatos ya que se afiaden a




una matriz polimérica y migran facilmente. De la misma manera, con el paso del tiempo
se ha incrementado la produccion de antioxidantes como el BHT para la proteccion de
alimentos de forma mas duradera. Pero también se ha notado un aumento de filtros UV
presentes en los cosméticos para la proteccion solar. Debido al gran auge de estos
compuestos se puede pensar que al ser capaces de migrar facilmente de la matriz donde
forman parte, estaran presentes en todas las matrices y también en los seres humanos.
Como consecuencia del uso generalizado, la tasa de produccion mundial de los ftalatos
asciende a 4,0 millones de toneladas por afio aproximadamente (Lin Z.P., 2003).

El rango de aplicacion de ftalatos, BHT y 2EH4MC aumenta continuamente de modo que
su consumo se incrementa, y una gran parte de estos compuestos quimicos contaminan el
medio ambiente (EPA, 2007).

El amplio uso de los compuestos a nivel mundial en diferentes préacticas, como
fabricacion de juguetes, el envasado de alimentos, bebidas, productos cosméticos, etc. ha
originado que se encuentren residuos de estos contaminantes en agua, alimentos y en el
medio ambiente en general (Jara, Lysebo, Greibrokk, & Lundanes, 2000) (Fierens, y
otros, 2012) (Fromme, y otros, 2002). La distribucion de los ftalatos en el medio
ambiente, como del BHT y el 2EH4MC, asi como efectos toxicoldgicos dependen en gran
medida de sus propiedades fisico-quimicas. Los ftalatos estan reconocidos como
disruptores endocrinos (EPA, 2007), “sustancias quimicas capaces de alterar ¢l equilibrio
hormonal, pudiendo provocar diferentes efectos adversos sobre la salud de las personas,
animales o de sus descendientes. Estas sustancias pueden causar efectos nocivos en la
salud, como céancer, alteraciones del comportamiento, anomalias reproductivas, etc.
(Risctox, s.f.).

c. Toxicidad y legislacién

El agua es considerada un recurso natural que debe conservarse de una mala utilizacion
0 privatizacién por parte de colectivos o de individuales, es por este motivo por lo que en
el 1879 se estableci6 una “Ley de Aguas” la cual fue derogada por la entrada en vigor de
la Ley 29/1985 de 2 de Agosto, de Aguas (BOE num. 189, de 8 de agosto de 1985), donde
se pone de manifiesto que “el agua es un recurso natural escaso, indispensable para la

vida y para el ejercicio de la inmensa mayoria de actividades econdmicas; es




irremplazable, no ampliable por la mera voluntad del hombre, irregular en su forma de
presentarse en el tiempo y en el espacio, facilmente vulnerable y susceptible de usos
sucesivos” (Cortes Generales, 1985).

Como consecuencia del uso generalizado, la tasa de produccion mundial de ftalatos
asciende a 4,0 millones de toneladas por afio aproximadamente (Lin Z.P., 2003). Debido
a esa alta produccion de ftalatos, la UE ha regulado la fabricacion, comercializacion y el
uso de determinadas sustancias, preparados y articulos peligrosos, dentro del Reglamento
(CE) n°1907/2006, en este caso, encontramos legislados los ftalatos siguientes:

e Di(2-etilhexil)ftalato (DEHP)
e Dibutilftalato (DBP)
e Butilbencilftalato (BBP)

Estos compuestos no se pueden utilizar como sustancias o constituyentes de preparados
en concentraciones superiores al 0,1% en masa del material plastificado, en los juguetes
y articulos de puericultura (Parlamento Europeo y el Consejo de la Unién Europea, 2006).
En el &mbito de agua (Ley de Aguas) se ha legislado el DEHP segun la Directiva
2013/39/UE siendo 1.3 pg L* la concentracion maxima permitida para aguas

continentales, como se muestra en la imagen siguiente (Bolein Oficial del Estado, 2013).

ANEXO 1l
«ANEXO |

NORMAS DE CALIDAD AMBIENTAL PARA LAS SUSTANCIAS PRIORITARIAS Y ALGUNOS OTROS
CONTAMINANTES

PARTE A: NORMAS DE CALIDAD AMBIENTAL (NCA)

MA: media anual
CMA: concentracién maxima admisible
Unidad: [pg/l] para las columnas (4) a (7)

[ug/kg de peso himedo] para la columna (8)

(i) 1] 4 {5} {6 T (%)

(12) Fralato de 117-81-7 1.3 1.3 No aplicable | No aplicable
dif 2-etil hexilo)
(DEHM




Mientras que el BHT y el 2EH4MC se han incluido en la lista de observacion segun la
Decision 2015/495/UE (Comisién Europea, 2015), como se muestra en la imagen
siguiente (Comision Europea, 2015).

Lista de observacidn de sustancias a efectos de seguimiento a nivel de la Unién, de conformidad
con el articulo 8 ter de la Directiva 2008/105|CE

Limite mdximo

Nombre de la sustancia [erupo Ne CAS (1 Ne UE {3 Mérodo an;flft.icn:.:l aceptable de deteceidn
de sustancias indicativo () (%) %) . ; Y
del método (myg/l)
17 -alfa-Etinilestradiol (EE2) 37=63=0 200-342-2 SPE-LC-MS-MS en 0,035
grandes volimenes
17 -beta-Estradiol (E2), estrona (E1) 50-28-2, 200-023-8 SPE-LC-MS-MS 0,4
53-16-7
Diclofenaco 15307-86-5 239-348-5 SPE-LC-MS-MS 10
2, 6-di-terc-Butil-4-metilfenol 128-37-0 204-881-4 SPE-GC-MS 3 160
4-Metoxicinamato de 2-etilhexilo 5466-77-3 226-775-7 SPE-LC-MS-MS & 000
o GC-MS

d. Métodos de analisis

i. Teécnicas de preparacion de muestra

Para poder extraer los ftalatos de las matrices acuosas, hay que hacer una etapa previa de
preparacion de muestra, obteniendo los analitos concentrados y separados de otros

compuestos que interfieran en su determinacion.

Para la extraccion de los ftalatos, BHT y 2EH4MC, se utilizan diferentes técnicas de
preparacion de la muestra: extraccion en fase solida (SPE), microextraccion en fase
solida (SPME), microextraccion dispersiva liquido-liguido (DLLME), extraccion

liquido-liquido (LLE) y extraccion por absorcion con barras agitadoras (SBSE).

o Extraccién en fase sélida

Es una técnica de preparacion y tratamiento de muestras basada en la retencidn selectiva
de los analitos sobre un adsorbente apropiado y su posterior elucién (Cela, Lorenzo, &
Casais, 2002). En su sentido mas amplio, la SPE tiene dos opciones complementarias de

extraccion y limpieza:

- Extraccion y concentracion selectivas de los analitos objetivos desde una matriz

liquida hasta una fase sélida adecuada que no absorba las interferencias de la matriz,

——
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seguida de la elucion de los analitos con un disolvente mas fuerte. Esta estrategia, se
elige generalmente cuando los analitos de interés estan presentes en niveles bajos o
cuando los analitos tienen polaridades de difraccion amplias, proporcionando un
medio eficaz de enriquecimiento de los analitos presentes en concentraciones muy
bajas (Boyd , Basic, & Bethem, 2008).

- Elucion selectiva de los analitos a través de la fase sélida, produciéndose una fuerte
retencion de impurezas en la fase soOlida. Esto ocurre cuando los analitos se

encuentran en concentraciones relativamente altas (Boyd , Basic, & Bethem, 2008).

Cuando la muestra es compleja, se utiliza una combinacién de las dos estrategias de la
SPE (Boyd , Basic, & Bethem, 2008). Por esto, la SPE permite la concentracion y
purificacion de analitos (Camel, 2003). Las etapas necesarias para llevar a cabo la

extraccion en fase sélida son:

- Acondicionamiento del cartucho con los disolventes mas afines a la muestra,
produciendo la activacion del adsorbente y de los grupos funcionales (Serna, 2011).

- Paso de la muestra por el cartucho (carga de muestra).

- Lavado del cartucho con el disolvente o la mezcla de estos apropiada.

- Secado en nitrégeno para evitar problemas de disolventes.

- Elucion de los compuestos de interés.

- Concentracion. Se concentran los compuestos de interés evaporando para ello parte
del disolvente (Cela, Lorenzo, & Casais, 2002).

La SPE proporciona extractos limpios, reduce el uso de disolventes, los costes de

disposicion y el tiempo de extraccion para la preparacion de la muestra (Camel, 2003).

En la bibliografia podemos ver que la SPE es una buena opcion para la determinacién de
ftalatos, BHT vy filtros UV. Garrido y colaboradores emplearon la SPE para la extraccion
del DEHP en muestras ambientales, obteniendo buenos resultados para los cartuchos
Oasis HLB con recuperaciones del 89% (Garrido, Barco, Lopez, Martinez, & Romero-
Gonzalez, 2009). Fries y colaboradores utilizaron la SPE para la determinacion de BHT
en muestras de agua continentales obteniendo recuperaciones satisfactorias entorno al
80% (Fries & Plttmann, 2002). Por su parte, Capriotti y colaboradores utilizaron la SPE
para la extraccién de filtros UV de muestras de agua de grifo y lagos empleando grafito

como material adsorbente (Capriotti, y otros, 2014).
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o Microextraccion en fase sélida

Es una técnica de preparacion de muestra desarrollada por Belardi y Pawliszyn en 1989
(Cémara, Ferndndez, Martin-Esteban, Pérez-Conde, & Vidal, 2002) (Pawliszyn, 1997).
Es un método de preparacion de muestras muy simple y eficaz, que no requiere
disolventes. La SPME se ha utilizado ampliamente en diferentes campos de la quimica
analitica desde sus primeras aplicaciones en el analisis medioambiental y alimentario
(Boyd , Basic, & Bethem, 2008). Se basa en la utilizacion de una fibra de silice fundida
recubierta de una fase adsorbente de naturaleza polimérica (Boyd , Basic, & Bethem,
2008) . Los analitos presentes en la muestra no se extraen cuantitativamente en la fibra,
sino que se establece un equilibrio entre las fases existentes en el vial en el que se lleva a
cabo el proceso de extraccion (Cela, Lorenzo, & Casais, 2002). Esta técnica de
preparacion de muestra no necesita disolventes organicos y requiere una manipulacion
minima de la muestra, a diferencia de la SPE que si necesita disolventes organicos y una

mayor manipulacion de la muestra.
El proceso de SPME se desarrolla en dos etapas:

- 12 Etapa de extraccion, se expone la fibra a la muestra contenida en un vial sellado
para que se produzca la migracion de los analitos de la muestra hasta la fibra durante
un tiempo dado.

- 2% Etapa de desorcion de la fibra de SPME, se introduce la fibra en el inyector de un
sistema analitico (cromatdgrafo de liquidos o gases) donde los analitos son
desorbidos térmicamente o por disolucion en la fase movil (Cela, Lorenzo, & Casais,
2002).

El muestreo se puede llevar a cabo de tres modos diferentes, segun las caracteristicas de
los analitos y de la muestra, por extraccion directa o por inmersion, por extraccion en
espacio de cabeza o por microextraccion en fase sélida indirecta o a través de una

membrana (Cela, Lorenzo, & Casais, 2002).

En la bibliografia podemos ver que la SPME es una técnica empleada para determinar los
compuestos de interés. Segun Psillakis y colaboradores la SPME es una técnica adecuada
para la extraccién de los ftalatos en muestras de agua (Psillakis & Kalogerakis, 2003).
Tombesi & Freije realizaron un estudio acerca del BHT en aguas potables, agua mineral

y embotellada, utilizando SPME llegando a la conclusion de que este compuesto esta
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presente en un total de 15 marcas comerciales (Tombesi & Freije, 2002). Ma y
colaboradores utilizaron la SPME para determinar 2EH4MC en aguas ambientales
obteniendo unas recuperaciones entre 86% y 113% (Ma, Wang, Zhen, Zhang , & Du,
2017).

o Microextraccion liquido-liquido dispersiva

Fue introducida por Assadi y colaboradores (Assadi, y otros, 2006). Es una técnica basada
en disolventes ternarios, utilizando una mezcla de un disolvente de alta densidad
(extractante) y un disolvente polar, miscible en agua (dispersante). La mezcla apropiada
de disolventes de extraccion y dispersante se inyecta rapidamente en la muestra acuosa
que contiene los analitos. Se produce una gran turbidez de la mezcla ternaria, debido
fundamentalmente a la formacion de gotas muy finas, dispersas a través de la muestra
acuosa. El area superficial entre el disolvente de extraccion y la muestra es muy elevada,
por lo que el estado de equilibrio se alcanza rapidamente, en consecuencia, el tiempo de
extraccion es muy corto. Los analitos de interés se concentran desde la muestra acuosa,
en el pequefio volumen de disolvente de extraccion, por lo tanto, en una Unica etapa se

produce la extraccion y concentracion de los mismos (Assadi, y otros, 2006).

Se trata de una técnica de microextraccion que ofrece importantes ventajas respecto a los
métodos de extraccion convencionales ya que permite llevar a cabo la preparacion de la
muestra de una manera rapida y simple, con bajo coste, sin grandes cantidades de
disolventes organicos y con posibilidad de combinarla con la mayoria de los métodos
analiticos (Pena S., 2010) (Boyd , Basic, & Bethem, 2008).

Se observa en la bibliografia consultada, que la DLLME es una técnica que ofrece grandes
ventajas para la determinacion de los compuestos de interés. Martin y colaboradores
determinaron los ftalatos por la DLLME en aguas de grifo y aguas residuales, obteniendo
unas recuperaciones entre 57-80% UV (Martin, Camacho-Mufioz, Santos, Aparicio, &
Alonso, 2013). Para determinar el BHT mediante DLLME Biparva y colaboradores
desarrollaron un método donde obtuvieron unas recuperaciones entorno al 100% en
diferentes muestras de zumos (Biparva, Ehsani, & Hadjmohammadi, 2012).. En el estudio
que llevaron a cabo Tarazona y su grupo de investigacion, determinaron filtros UV para
muestras de agua de mar, obteniendo buenas repetibilidades (6%) (Tarazona, Chisvert,
Ledn, & Salvador, 2010).
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o Extraccién liquido-liguido

Se basa en la transferencia de los analitos desde la muestra acuosa hacia un disolvente
inmiscible en agua y se emplea habitualmente en la preparacion de muestras acuosas
(Pena S., 2010).

La extraccion se realiza en un embudo, donde se mezcla la muestra acuosa con un
disolvente orgéanico, posteriormente la fase organica se seca y se concentra para asi
obtener mayor sensibilidad y poder inyectar el extracto o en el cromatégrafo de liquidos
0 de gases.

La LLE presenta ciertos inconvenientes, ya que es una técnica lenta y laboriosa, tiene un
elevado consumo de disolventes, se pueden formar emulsiones o la necesidad de etapas

adiciones de evaporacion de disolvente (Boyd , Basic, & Bethem, 2008).

La LLE no es una buena opcion para la determinacion de ftalatos, BHT y filtros UV, ya
que genera mas problemas de blancos que las otras tecnicas descritas anteriormente. En
el caso de los ftalatos segin Kanchanamayoon se obtienen mejores resultados con la SPE
que con LLE, ya que los LOQ son en torno a 1 mg L™ para la SPE y de 7 mg L™ para la
LLE, por lo tanto, es una técnica menos selectiva, aunque las recuperaciones y la precision
son parecidas para las dos técnicas (Kanchanamayoon, Prapatpong, Chumwangwapee, &
Chaithongrat, 2012).

o Extraccién por absorcién con barras agitadora

Esta técnica fue introducida por Baltussen y colaboradores (Baltussen, Sandra, David, &
Cramers, 1999) en 1999, fue desarrollada para solucionar los problemas de la SPME
como los largos tiempos de extraccion (Boyd , Basic, & Bethem, 2008). La fase de
absorcion esta recubierta en la envoltura de vidrio de una barra de agitacion magnética
con volimenes que son 50-250 veces mayores que los de una fibra SPME tipica,
proporcionando una mayor sensibilidad (Boyd , Basic, & Bethem, 2008). La barra
agitadora que esta recubierta de un polimero, se pone en contacto con la muestra que
contiene los analitos de interés, bien por inmersion directa 0 mediante muestre en espacio
de cabeza y se agita bajo condiciones controladas (Prieto, y otros, 2010). Después de la
etapa de extraccion, la barra agitadora se retira, y se enjuaga con agua destilada para
eliminar otros componentes de la muestra, se seca con un papel limpio para eliminar el

agua y pasar a la etapa de desorcion. La etapa de lavado no origina una pérdida de analitos,
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ya que estan adsorbidos por la fase polimérica (Prieto, y otros, 2010) (Kawaguchi, y otros,
2006).

En la bibliografia podemos observar que es una buena técnica para la determinacion de
los compuestos de interés. Tan y colaboradores, han determinado los ftalatos en muestras
de agua y solidos utilizando SBSE como técnica de extraccion, obteniendo LOQ del
orden de 5.0 ng L y 0.06 ng g* para muestras de agua y sélidas, respectivamente (Tan,
Hawker, Miiller, Tremblay, & Chapman, 2008). Cacho y colaboradores han determinado
BHT en muestras de bebidas sin alcohol obteniendo LOQ de entre 0.11 y 0.15 ng mL™,
con recuperaciones entre el 80 y 117% (Cacho, Campillo, Vifas, & Herndndez-Cérdoba,
2015). Para la determinacion de filtros UV en muestras de agua, Rodil y Moeder
desarrollaron un método basado en SBSE, obteniendo una reproducibilidad menor de
16%, con LOD entre 0.2 y 63 ng L™ (Rodil & Moeder, 2008).

ii. Determinacion

Debido a que en la actualidad existen muchos compuestos contaminantes quimicos, se
necesitan identificar y estudiar sus efectos toxicologicos, por lo que se desarrollan nuevas
metodologias analiticas para determinar y cuantificar los contaminantes en diferentes
tipos de muestras. Para determinar los contaminantes quimicos, se han elegido con méas
frecuencia las técnicas cromatograficas, tanto la cromatografia de liquidos (LC o de alta

eficacia HPLC), como la cromatografia de gases (GC) (Pérez F., 2013).

Actualmente la cromatografia de liquidos se esta empleando con mayor frecuencia para
determinar ciertos contaminantes con baja volatilidad, reduciendo asi problemas de

blancos.

La cromatografia de liquidos se basa en la distribucion de los analitos entre una fase
estacionaria y una fase movil liquida (Canosa R., 2008). Es una técnica ampliamente
utilizada para metabolitos de ftalatos sin derivatizar o para la determinacion de mezclas
isoméricas (De Orsi, y otros, 2006). La deteccién mediante espectroscopia ultravioleta-
visible se ha empleado para determinar ftalatos en muestras medioambientales y
biologicas (Jara, Lysebo, Greibrokk, & Lundanes, 2000) (Cai, Jiang, & Liu, 2003) (Cai
Y., Jiang, Liu, & Zhou, 2003) (Li, Cai, Shi, Mou, & Jiang, 2008) , pero el uso de la

espectrometria de masas se ha incrementado en los Gltimos afios, tanto la espectrometria
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simple, como la espectrometria de masas en tandem (Kato , Yamauchi, & Nakazawa,
2003) (Kato, y otros, 2003) (Rie, y otros, 2005) (Calafat, Slakman, Silva, Herbert, &
Needham, 2004) con diferentes matrices de muestras.

La separacion de los ftalatos mediante LC se suele realizar en fase inversa usando C18
(Mortensen , Main, Andersson, Leffers, & Skakkebaek, 2005) o C8 (Wu, y otros, 2008),
aunque también se podrian utilizar otras columnas como, por ejemplo, las columnas fenil
(Preuss, Koch, & Angerer, 2005) o poliestireno (Jara, Lysebo, Greibrokk, & Lundanes,
2000) segln podemos ver en la bibliografia.

La cromatografia de liquidos ofrece grandes ventajas comparado con la cromatografia de
gases, como por ejemplo, una alta selectividad, buenas cuantificaciones de las mezclas

isoméricas y cortos tiempos de analisis.

La GC es una técnica de separacion basada en la distribucion del analito entre una fase
mavil gaseosa y una fase estacionaria liquida inmovilizada sobre la superficie de un solido
inerte. La muestra se volatiliza, se inyecta en la columna cromatografica donde se
encuentra la fase estacionaria y los analitos volatilizados se eluyen debido a que el gas
inerte actia como flujo de la fase mdvil, este gas no interacciona con los analitos, sino
que los arrastra hacia el detector, separandose entre si segun las afinidades de los mismos

hacia la fase estacionaria (Pérez F., 2013).

La espectrometria de masas en tdndem (MS/MS), se basa en una configuracion donde se
combina més de un analizador de masas, pudiendo ser del mismo o de distinto tipo. En
este tipo de espectrometria se aisla en el primer analizador el ion precursor (ion padre),
después este ion pasa a una celda de colision que contiene moléculas del gas inerte (He,
N2 0 Ar), donde se fracciona y se forman los iones producto (iones hijos). Los iones
producto obtenidos son los que se separan del segundo analizador y después se detectan,

generando asi el espectro MS? (Pérez F., 2013).
La espectrometria de masas en tdndem proporciona:

o Mayor informacion estructural de los analitos, debido a la obtencidn del espectro
de los iones producto.
o Incremento de la relacion sefial-ruido, eliminando posibles interferencias que

pudiesen existir en el espectro de masas (Canosa R., 2008).
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Parte experimental
a. Reactivos
Disolventes: metanol y acetato de etilo, grado gradiente HPLC o similar.
Acido clorhidrico 37% PA.
Oxido de aluminio 60, activo, basico (grado actividad I), tamafio de particula
0.063-0.2mm (70-230 mesh).
Patrones comerciales:

o Individuales liquidos: dimetil ftalato, dietil ftalato, dibutil ftalato,
bencilbutil ftalato, dioctil ftalato, dietilhexil ftalato, dietilhexil ftalato D4
(DEHP Dg), 4-metoxicinamato de 2-etilhexilo, etiltrans-cinamato Ds(fenil
Ds) (cinamato Ds), dietil ftalato 3,4,5,6,-Ds (DEP Ds) y dibutil ftalato
3,4,5,6-D4 (DBP Dy).

o Individuales solidos: 2,6-di-terc-butil-4-metilfenol, 2,6-di-(tert-butil-Dy)-
4-metilfenol-3,5-D.-OD (BHT Dz12), dimetil-Ds ftalato (DMP De), di-n-
octil ftalato-3,4,5,6-D4 (DOP D), dihexil ftalato D4 (DHP Da), 2,4,6-tri-
terc-butilfenol (2,4,6-TTBP) y benzofenona carbonil **C.

b. Material
Material de vidrio: vasos de precipitados, matraces aforados, probetas, etc.
Pipetas automaticas variables de 10-100 pL, 100-1000 uL y de 1-5 mL.
Matraces erlenmeyer de vidrio ambar de 250 mL con tapdn de rosca y septum
recubiertos de politetrafluoroetileno (PTFE).
Medidor de pH GLP 21 (Crison).
Balanza analitica SARTORIUS CP225D (max.2209)
Bomba de vacio.
Sistema de vacio multiple Visiprep (Supelco).
Cartuchos Oasis HLB 1cc (10mg) (Waters).
Viales ambar (2 mL) con capsulas de aluminio y septa recubiertos de PTFE.
Papel de aluminio.
Cromatdgrafo de gases 7890A (Agilent) acoplado a un detector de espectrometria

de masas triple cuadrupolo MS Triple Quad 7000 (Agilent).

17

——
| —



o Nitrégeno y Helio 99.9999%.
o Columna cromatografica Agilent J&W HP-5MS, de dimensiones 30m x 0.25mm
de diametro interno, 0.25 um de espesor de fase ((5%-fenil)-metilpolisiloxano).

o Software de adquisicion y procesado de datos Agilent MassHunter.

¢c. Lavado del material

Debido a los problemas de blancos analiticos a los que estan asociados los ftalatos, el
BHT y el 2EH4MC es necesario extremar precauciones para la preparacion de muestras.
Por tanto, se ha establecido un protocolo de limpieza del material reutilizable que es
necesario realizar cada vez que preparemos muestras, patrones o los niveles de
calibracion. Esta limpieza consiste en sucesivos lavados con agua de grifo y jabdn libre
de fosfatos. Después, el material se enjuaga varias veces con agua de grifo, agua mili-Q
y metanol. Una vez que esta enjuagado se guarda en el armario para evitar la adsorcion
de los compuestos desde el aire ambiente. Previo a la preparacion de las muestras debe
lavarse el material con acetona, acetato de etilo (conservado en oxido de alumino) vy

hexano (conservado en 6xido de aluminio) minimizando asi los problemas de blancos.

El material empleado es de uso exclusivo para esta técnica, y durante la realizacion de la

preparacion de la muestra se debe evitar el uso del material de plastico.

d. Preparacion de patrones

Las disoluciones estandar se preparan por pesada en balanza analitica, a partir de los

patrones comerciales en metanol y acetato de etilo.

Se preparan mezclas de los compuestos de 10 pg mL™ que se usan para preparar los

distintos niveles de calibracion.

Las disoluciones preparadas tanto las individuales como las mezclas de ftalatos, BHT y

2EH4MC se conservan refrigeradas en ausencia de luz por un periodo méaximo de un afio.

Para la recta de calibrado, se preparan los patrones mediante adiciones sobre 200 mL de

un agua matriz libre los analitos (pH 2.5), afladiendo un volumen determinado de la
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mezcla de los estandares internos y de los subrogados internos, oscilando las
concentraciones entre 1-30 pg L™

Se establecen dos rangos de calibracién diferentes, que se utilizaran en funcion de las

concentraciones de las muestras:

e Rango Bajo: 1-10 ug L (P1-P6)
e Rango Alto: 10-30 ug L™ (P6-P11)

e. Método de anélisis
i. Método de preparacién de muestra

La preparacion de las muestras para su analisis se lleva a cabo mediante SPE. Para llevar
a cabo la extraccion y la concentracion de los analitos de interés, se utilizan cartuchos

Oasis HLB 1cc (10mg) (Waters). Las etapas de la extraccion en fase solida son:

e Acondicionamiento del cartucho: se acondiciona el cartucho con 1 mL de acetato

de etilo, 1 mL de metanol y 2 mL de agua matriz (libre de analitos de interés y pH

2.5) con ayuda de un sistema de vacio maltiple Visiprep (Supelco).

e Carga la muestra: la muestra (200 mL, pH 2.5 ajustado con HCI al 50%) se pasa

a través del cartucho con ayuda de una bomba de vacio.

e Etapa de lavado: una vez que se ha cargado toda la muestra, el cartucho se lava

con 3 mL de agua matriz (pH 2.5).

e Secado del cartucho: el cartucho se seca en el Visiprep con ayuda de la bomba de

vacio durante 10-15 minutos. El tiempo de secado debe controlarse para
minimizar problemas de blancos.

e Elucidn: la elucion de los compuestos de interés se llevan a cabo con 1 mL de

acetato de etilo.

Es muy importante que el cartucho no se seque en ninguna de las etapas previas a la etapa

del secado de cartucho.

El extracto resultante de 1 mL se inyecta en el cromatégrafo de gases (GC-MS/MS).
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ii. Método de determinacion GC-MS/MS

La determinacion de los compuestos de interés se lleva a cabo mediante una técnica

altamente sensible y selectiva como es la cromatografia de gases acoplada a

espectrometria de masas en tandem.

©)

©)

Columna

La columna cromatogréfica es de Agilent J&W HP-5MS, de dimensiones 30m x
0.25mm de didmetro interno, 0.25um de espesor de fase ((5%-fenil)-
metilpolisiloxano).

Inyector automatico

El volumen de inyeccion es de 1 pL.

Se utilizan dos disolventes de lavado entre cada inyeccion, ciclohexano
conservado en Oxido de aluminio en el vial de limpieza y acetato de etilo. Para
minimizar los problemas de blancos instrumentales, se establecen seis etapas de
lavado previas a la inyeccion de la muestra con cada disolvente, y seis etapas de
lavado posteriores a la inyeccion, con cada disolvente de lavado.

Inyector

La temperatura del inyector es 280 °C y el modo de inyeccidn es Splitless.

Se utiliza un programa de temperaturas en el inyector con el fin de reducir los
problemas de blancos instrumentales. Una vez finalizado el tiempo de analisis de
los compuestos de interés (28minutos) se incrementa la temperatura mediante una
rampa de 40°C/min y se mantiene a 320°C durante 11 minutos.

Horno

Utiliza un programa de temperaturas: isoterma inicial a 50°C durante 2 minutos,
rampa de 20°C/min hasta una temperatura de 190°C, rampa de 5°C hasta una
temperatura de 270°C e isoterma a 270° durante 5 minutos; rampa de 20°C/min
hasta una temperatura final de 320°C, e isoterma durante 7.5 minutos. El tiempo
total de analisis es de 40 minutos.

Linea de transferencia

La temperatura de la linea de transferencia es de 320°C.

Triple Cuadrupolo

En la siguiente tabla se recoge la informacion de los iones precursores, iones

producto y las condiciones de MS/MS del método cromatografico.
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En la tabla 5 se presentan las condiciones 6ptimas para el método de MS/MS.

Tabla 5. Transiciones utilizadas en el método de MS/MS para los compuestos estudiados.

8.914 165.8 78.0 20
9.847 148.8 121.0 10
13.231 148.8 121.1 10
18.341 148.8 93.1 15
23.668 148.8 121.1 10
21.093 148.8 121.0 10
9.298 204.8 177.2 10
17.89 177.8 161.1 10
18.114 152.9 125.1 15
9.71 246.8 231.2 15
9.962 105.9 77.0 15
- 105.9 51.0 15
8.972 135.9 108.1 15
- 107.9 81.0 15
9.204 240 222.2 15
- 221.9 66.1 15
8.634 165.8 138.1 10
- 165.8 78.0 20
23.777 152.8 125 10
13.058 152.9 125 10
- 152.9 97 15
21.072 152.9 125.0 15
- 152.9 97.1 20
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6. Resultadosy discusion
a. Optimizacion del método cromatografico (GC-MS/MS)

Las condiciones del cromatografo de gases se obtuvieron del estudio publicado por
Regueiro y colaboradores ( (Regueiro, Llompart, Garcia-Jares, Garcia-Monteaguado, &
Cela, 2008), con ligeras modificaciones en el método.

En este estudio se han seleccionado seis ftalatos (DMP; DEP; DBP; BBP; DOP; DEHP),
el BHT y el 2EH4MC, siete estandares internos (Cinamato Ds; BHT D12; DMP Dg; DOP
D4; DBP D4; DEHP D4y DEP Dg) y tres subrogados (DHP Dg; 2,4,6-TTBP; Benzofenona
Carbonil *C).

Para evaluar el patron de fragmentacion espectral de masas de cada compuesto y poder
optimizar las condiciones del MS/MS, se analiz6 una disolucién estandar de cada
compuesto (1pg mL?) mediante inyeccion directa en el cromatégrafo.

El barrido completo (Full Scan) se realizo de 50 a 500 m/z para todos los compuestos a
estudiar, es decir, tanto para los analitos de interés como los estandares y subrogados
internos, obteniendo de este modo el tiempo de retencion y los iones precursores. En la
figura 5 se muestra el espectro de masas del DMP obtenido en Full Scan (los espectros

de masas de los demas compuestos se muestran en el Anexo I).
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91.9000 132.8000
103.9000 193.9000
=] 51,1000 639000 |} o 1198000 | | 148.9000 | 1790000 | 206.6000 252,500

L S e S s B B B B S B AL Sy By B Sy s By B B S B
5 5 6 6 7 7 8 8 9 9 10 10 11 11 12 12 13 13 14 14 15 15 16 16 17 17 18 18 19 19 20 20 21 21 22 22 23 23 24 24 25 25
Counts vs. Mass-to-Charge

Figura 5. Espectro de masas del DMP obtenido en modo Full Scan.
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En base al espectro de DMP obtenido en modo “Full Scan” obtenemos que el ion

precursor es 162.80.

Una vez seleccionado el ion precursor, se determinan los iones productos mediante el
modo “Product Ion”. En la siguiente figura se muestra el espectro de masas del DMP
obtenido en el modo Product lon (los espectros de masas de los demas compuestos se

muestran en el Anexo ).

x16€ |+ Product lon (8.916 min) (162.80000 -> **)

1. 77.0000

DMP Product lon DMP

0.

o. 79.1000 92.1000 105.100
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o | L .
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Counts vs. Mass-to-Charge

Figura 6. Espectro de masas del DMP obtenido en modo Product lon.
Para el DMP obtenemos como ion producto m/z: 77.0; 135.1.

Una vez recopilados los iones precursores y los productos se optimizan las energias de
colision, utilizando el software Dynamic MRM Assistant (Agilent) y se crea el método

Multiple Reaction Monitoring (MRM).

Los resultados obtenidos para estos compuestos estan descritos en la tabla anterior
(apartado 5.e.ii (Método de determinacion GC-MS/MS)).

i. Blancos cromatograficos

En la bibliografia se encuentran una serie de recomendaciones y metodologias para
minimizar los blancos instrumentales durante el analisis de este tipo de compuestos
(Fankhauser-Noti & Grob, 2007) (Marega, Grob, Moret, & Conte, 2013). El gas portador
puede purificarse instalando un filtro de carbdn activo después del sistema de regulacion.
Otras fuentes de contaminacion son los disolventes, el vial del inyector automatico o el

propio inyector. Por ejemplo el hexano comercial contiene DBP y DEHP en
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concentraciones del orden de 100 pug L. Una posible solucién para que no interfieran
estos compuestos en los ensayos es afiadir 6xido de aluminio en el recipiente del
disolvente y agitarlo diariamente (Fankhauser-Noti & Grob, 2007). Otra fuente de
contaminacién de ftalatos esta en el propio inyector del cromatografo, ya que una férrula
de granito nueva para sujetar el liner del inyector contra el cuerpo del inyector puede ser
una importante contribucién. Por otro lado, el liner en ninglin caso debe sujetarse con los
dedos sino con unas tenazas para evitar el contacto con los guantes. Para minimizar la
contribucién de la férrula de grafito deben inyectarse varios disolventes hasta que la sefial
fondo disminuya. En el disolvente de limpieza del cromatdgrafo debe afadirse el 6xido
de aluminio. La aguja de la jeringa también es una fuente de contaminacién junto con los
septum utilizados en los viales. Los septum pueden guardarse en un recipiente de vidrio

que contenga hexano y 6xido de aluminio (Fankhauser-Noti & Grob, 2007).

Teniendo en cuenta estas recomendaciones, se llevan a cabo una serie de pruebas que se
detallan a continuacion. Cabe mencionar que en todas las pruebas realizadas se afiade

oxido de aluminio a los disolventes de lavado de la aguja del inyector.

Una de las pruebas realizadas se centra en los disolventes de lavado de jeringa del
inyector. Se inyecta un patron y a continuacion se realiza una inyeccion de acetato de
etilo para evaluar la contaminacion cruzada. Se observa que hay sefial para todos los
compuestos de interés, lo que indica que hay contaminacion cruzada a pesar de incluir

oxido de aluminio en el disolvente de lavado.

Por otro lado, se incrementaron el nimero de etapas de limpieza de la jeringa antes de
inyectar la muestra, incluyendo una etapa adicional en el programa de temperaturas de
horno con el fin de limpiar de una forma mas eficaz la columna cromatogréafica. Se evalua
la contaminacidn cruzada y se observa que el disolvente inyectado presenta sefial para los
compuestos de interés, aunque en este caso las respuestas son inferiores a las obtenidas
en las pruebas anteriores. Los resultados indican que el lavado de la aguja del inyector y

la etapa adicional en el programa de temperaturas reducen los blancos cromatograficos.

A continuacién se sustituyeron el liner y el septum, por unos lavados previamente con
hexano conservado en 6xido de aluminio. Se inyectaron acetatos de etilo para comprobar
la limpieza del equipo, observando que las respuestas disminuyen a medida que aumenta
el nimero de inyecciones de disolventes. Se inyecta un patron y después un acetato de

etilo y se observa que sigue la problematica asociada a la contaminacion cruzada.
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Otro parametro evaluado fue el nimero de etapas de limpieza de la jeringa antes y después
de la inyeccion, afiadiendo ademas una etapa adicional en el programa de temperaturas
del horno. El disolvente inyectado tras el patron presenta sefiales bajas para los

compuestos de interés, lo que indica que se reduce la contaminacion cruzada.

Finalmente, se incrementa la temperatura del programa del inyector y del horno a 320°C.
Se inyecta un patron y a continuacion un ciclohexano. Las sefiales obtenidas son
despreciables para todos los compuestos de interés, lo que indica que trabajando en estas
condiciones se minimizan los problemas de contaminacion cruzada. Las condiciones para

cada prueba se recogen en el ANEXO II.

En las figuras 7 y 8 se muestran los cromatogramas obtenidos al principio del estudio y

en las condiciones optimizadas respectivamente.
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Figura 7. Cromatograma de un acetato de etilo obtenido mediante GC-MS/MS en las

condiciones inciales del método (prueba 1).
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Figura 8. Cromatograma de un acetato de etilo obtenido mediante GC-MS/MS en las

condiciones dptimas.

Por tanto, las condiciones dptimas para el método cromatografico son las siguientes:
o Disolventes de lavado de la aguja del inyector

A: Ciclohexano (0xido de aluminio)

B: Acetato de etilo
o Inyector automatico

Etapas de limpieza de la aguja del inyector

Lavado con disolvente A

6

Lavado con disolvente B 6 6
Lavado con la muestra 1
6

Bombeo con la muestra

Programas de temperaturas del inyector: 280°C (28min), 40°C/min 320°C (11 min)
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o Programa de temperaturas del horno

50°C (2 min), 20°C/min 190 °C, 5°C/min 270 °C (5 min), 20°C/min 320 °C (7.5 min)
o Linea de transferencia

Temperatura de la linea de transferencia: 320°C
o Disolvente de lavado del sistema

Ciclohexano conservado en 6xido de aluminio al menos 24 horas.

b. Optimizacion del método de preparacion de muestra

Las condiciones para la preparacion de la muestra se han obtenido del estudio de Rodil y
colaboradores (Rodil, Quintana, Basaglia, Pietrogrande, & Cela, 2010). Este estudio fue
disefiado para la obtencion de determinados antioxidantes, entre ellos BHT y otros

metabolitos en muestras de agua.

La preparacion de muestra se basa en SPE utilizando un sistema de vacio multiple

Visiprep (Supelco) y cartuchos Oasis HLB 1 cc (10 mg) de Waters.

Se utiliza un volumen de muestra de 200 mL, ajustando el pH del agua a pH 2.5 afiadiendo
un volumen fijo para los estandares internos y para los subrogados internos de
concentracion de 10ug L. Los cartuchos Oasis HLB se acondicionan con 1 mL de
acetato de etilo, 1 mL de metanol y 2 mL de agua libre de los analitos de interés (pH 2.5).
A continuacion, se carga la muestra en el cartucho y se lavan con 3 mL de agua libre de
analitos (pH 2.5), posteriormente los cartuchos se secan en el Visiprep durante 15
minutos. Por Gltimo, se realiza la elucion de los analitos con 1 mL de acetato de etilo, que

se inyecta en el cromatografo de gases.

i. Blancos analiticos

Una vez solucionados los problemas de blancos instrumentales, se evalud el proceso
analitico completo. Se realizaron una serie de blancos analiticos en dias diferentes, y

varias réplicas de muestras con adicion a distintos niveles de concentracion. Tal y como

27

——
| —



se observa en la tabla 6 los resultados obtenidos para los blancos realizados son poco
reproducibles. Ademas si se comparan con las respuestas obtenidas para los niveles de

concentracion bajos se observa que los resultados son insatisfactorios.

Las respuestas obtenidas en los blancos son similares para algunos compuestos, como por
ejemplo el DEHP, a las obtenidas en los patrones de 1y 2.5 pg L™.

Tabla 6. Respuestas obtenidas en los blancos analiticos comparadas con los patrones
bajos del calibrado.

AREAS
Blancos analiticos Patrones calibrado
Dia 1 Dia 2 Chmuestra (pg L)
R1 R2 R1 R2 1 2.5
4MC2EH 82.9 21.1 209.4 121.3 5653.2 19223.1
BBP 679.9 1314 81.0 101.6 12982.1 44234.5
BHT 112908.0 117168.6 332015.7 583295.8 193372.5 210576.5
DBP 163313.2 5275.2 1334.5 1240.3 52115.8 258176.7
DEHP 58752.6 33941.4 39623.6 23672.0 39121.1 73222.2
DEP 32239.4 12097.5 8153.2 3566.1 87250.0 224856.1
DMP 2081.7 1932.8 1697.7 1222.1 180121.7 465278.0
DOP 829 59.3 35.6 20.6 4912.1 13066.9

En la bibliografia se encuentran una serie de recomendaciones y metodologias para
minimizar los blancos analiticos siguiendo un protocolo de limpieza, (Fankhauser-Noti
& Grob, 2007) (Marega, Grob, Moret, & Conte, 2013). Para minimizar los problemas de
blancos, el material se deberia introducir en una mufla a 400°C durante toda una noche,

pero este sistema es poco operativo a nivel de trabajo en rutina empresarial.

Se llevaron a cabo una serie de pruebas con disolventes de lavado para minimizar los

blancos analiticos.

En primer lugar, se limpia el material con agua, jabon libre de fosfatos, agua MiliQ y
metanol. Este material se guarda en un armario hasta su utilizacion, y sera un material

exclusivo para esta técnica.

28

——
| —



Cuando se lleva a cabo la preparacion de muestras, el material se enjuaga con acetona,
acetato de etilo conservado en oxido de aluminio al menos 24 horas y en hexano

conservado también en oxido de aluminio (24horas).

Limpiando el material en estas condiciones, sin necesidad de poner el material en la mufla

durante toda la noche, se obtienen blancos reproducibles.

Los blancos analiticos obtenidos presentan respuestas inferiores al 30% de las respuestas
obtenidas en el rango bajo de concentracion (1 pg L™?) en todos los casos.

c. Evaluacion del método analitico
i. Efectos de matriz

La naturaleza de la matriz acuosa puede afectar al rendimiento del método analitico, ya
que la presencia de otras sustancias procedentes de la muestra (&cidos hdmicos,
macromoléculas, etc) puede afectar a la eficacia de la extraccion en SPE, asi como a la
sefial obtenida mediante GC-MS/MS.

Los efectos de matriz pueden manifestarse en forma de interferencias causadas por
componentes de la muestra que coeluyen y presentan iones similares a los analitos de
interés. Este tipo de efecto matriz puede conducir a falsos positivos 0 negativos, y se
puede resolver utilizando transiciones de MRM diferentes, etapas de limpieza exhaustivas
0 mejorando la separacion cromatografica. Por otro lado, pueden originar un fenémeno

de incremento o supresion de la sefial, si esta se compara con un patrén puro.

En el caso de la determinacion mediante GC-MS/MS, puede producirse el incremento o
disminucion de la sefial (respecto a un patron puro), especialmente cuando se determina
un namero elevado de analitos, con diferentes propiedades fisico-quimicas en un mismo
andlisis. Esto se debe principalmente a que las condiciones de selectividad de la etapa de
preparacion de muestra se reducen con el fin de obtener buenas recuperaciones para la
totalidad de los compuestos analizados, de modo que algunos residuos de la matriz
inevitablemente coeluyen con los analitos de interés (Hajslova & Cajka, Gas
chromatrography-mass spectrometry (GC-MS). Chapter 12, 2007) . Si el objetivo esta en
determinacion a niveles traza de los compuestos de interés, pueden surgir varias

dificultades como cuantificacion inexacta, disminucion de la robustez del método,
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incremento de los limites de cuantificacion, incluso falsos positivos (Hajslova &
Zrostlikova, 2003).

El incremento de la respuesta cromatografica (GC-MS) causada por el efecto matriz fue
descrito por primera vez por Erney y colaboradores (Erney, Gillespie, Dilvydis, & Poole,
1993). Se trata de uno de los efectos matriz méas discutidos, que afecta negativamente a
la exactitud de la cuantificacion, particularmente para los analitos méas polares. Durante
la inyeccion de los patrones puros preparados en disolvente (calibracion), los analitos son
susceptibles a adsorberse en los sitios activos presentes en el portal de inyeccion y en la
columna cromatogréfica, por lo que, el nimero de moléculas que alcanza el detector es
menor que el nimero de moléculas inyectadas originalmente. En el caso de una muestra
real no ocurre exactamente lo mismo, puesto que los componentes de la matriz que se
coextraen con los compuestos de interés, pueden bloquear los sitios activos del sistema
cromatografico, reduciendo las pérdidas de los analitos, por lo que puede verse

incrementada la sefial, obteniendo recuperaciones muy superiores al 100%.

Por otro lado, la inyeccion repetida (analisis rutinarios) de componentes no volatiles de
la matriz, que se depositan gradualmente en el inyector del GC y en la parte inicial de la
columna cromatogréafica (inyeccion a altas temperaturas sin division de flujo), pueden
incrementar sucesivamente el nimero de sitios activos, que podrian ser responsables del
efecto de supresion inducida por la matriz de la muestra (Royal Society of Chemistry,
2000). La disminucion gradual de la respuesta del analito asociada con este fendbmeno,
junto con la distorsion de la forma de pico, producen un impacto negativo en la robustez
del método analitico (Mastovska, Lehotay, & HajSlova,, 2004).

Los efectos de matriz a nivel instrumental, se determinan utilizando la siguiente ecuacion:

Ase — Abe
ME (%) = TxlOO

donde Ase y Abe son las repuestas obtenidas para extractos de una misma muestra de
agua continental con adicion (Ase) y sin adicién (Abe). La concentracion adicionada
sobre el extracto resultante de la SPE fue de 25 pg L™ y se lleva a 1mL de acetato de etilo.
As es la respuesta obtenida para una disolucion patrén de 25 pg L™ preparada en acetato

de etilo.

Si el ME (%) sale entorno al 100% indica la ausencia de efectos de matriz, y que no se

produce un incremento ni una disminucion de la sefial de los extractos frente a la
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disolucion de patron. Los resultados obtenidos para 200 mL del extracto de agua
continental al que se le han adicionado los compuestos al nivel de concentracion de 25
ug L (POST-SPE) se recogen en la siguiente tabla:

Tabla 7. Efectos de matriz a nivel instrumental.

Analito ME (%)
BBP 110.2
DEP 158.6
DEHP 102.9
DBP 119.6
DOP 116.4
DMP 119.7
4MC2EH 119.0
BHT 175.6

En la tabla 7 podemos observar que el DEP y el BHT presentan un efecto matriz muy
elevado, esto indica un incremento de la respuesta cromatogréafica originada por la matriz

de la muestra.

Por otro lado se evaluaron las recuperaciones en la SPE comparando las respuestas
cuando la adicién se realiza sobre el agua (PRE-SPE) y cuando se adiciona sobre el

extracto (POST-SPE), obteniendo estos resultados:

Tabla 8. Efectos de matriz a nivel de la extraccion.

Analito Recuperacion (%)-SPE
BBP 84.5
DEP 43.1
DEHP 30.7
DBP 69.4
DOP 46.6
DMP 78.8
4MC2EH 51.0
BHT 20.3
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Observando las recuperaciones de algunos compuestos como el 2EH4MC o el BHT,
podemos afirmar que necesitamos utilizar estandares internos para corregir estos

resultados.

Por ultimo, comparamos las respuestas de los compuestos del patrén antes de la SPE (se
adiciona el patron a la muestra y se pasan por el cartucho hasta su posterior elucion de 1
mL) con las respuestas de un patron preparado en acetato de etilo, obteniendo los efectos
matriz del proceso analitico y se recogen los datos en la siguiente tabla:

Tabla 9. Efectos de matriz a nivel del procedimiento analitico.

Analito ME (%)-SPE+GC-MS/MS
BBP 93.0
DEP 112.4
DEHP 40.7
DBP 94.7
DOP 54.2
DMP 96.5
4MC2EH 60.8
BHT 53.8

El control de los sitios activos del sistema GC es dificilmente viable, no solamente debido
a que comercialmente no existen materiales inertes que sean estables durante un largo
periodo de tiempo de exposicion a elevadas temperaturas del inyector, sino también
debido a la imposibilidad de controlar la formacion de nuevos sitios activos debido a la
inyeccion repetida de componentes no volatiles de la matriz que acaban depositandose en
el inyector. Aun asi, hay varias posibilidades que permiten mejorar la calidad del andlisis
(Hajslova & Cajka, 2007), como por ejemplo la seleccion del método de calibracion mas
adecuado, o la optimizacién de los parametros de la inyeccion y separacion (técnica de
inyeccion adecuada, temperatura y volumen de inyeccion, tamafio y disefio del liner,

velocidad del flujo de la columna, dimensiones de la columna, etc).

Existen diferentes estrategias para que la calibracion compense los efectos matriz
producidos en el sistema, como por ejemplo, el uso de compuestos marcados
isotOpicamente como estandares internos. Otras alternativas son llevar a cabo la

calibracion mediante el método de adicién estandar, calibracion con ajuste matricial
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(matriz-matched standars), o0 enmascaramiento de los sitios activos del sistema utilizando

agentes enmascarantes (masking agents) (Erney, Pawlowski, & Poole, 1997).

En este trabajo se ha seleccionado la calibracion con estandar interno y ajuste matricial
con el fin de corregir el efecto matriz encontrado para alguno de los compuestos

estudiados.

ii. Rango lineal

Se evalud el rango lineal a concentraciones entre 1-50 pg L, fijando el rango de trabajo
entre 1 y 30 pug L. Se establecen rectas de calibrado en rango bajo y rango alto a

concentraciones entre 1-10 pg Lty 10-30 pg L™, respectivamente.

En las figuras 9 y 10 se presentan las rectas de calibrado obtenidos para los compuestos

estudiados.
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iii. Limite de cuantificacion (LOQ))

El LOQ para el método SPE-GC-MS/MS es de 1 ug L para todos los compuestos de
interés, permitiéndonos llegar al limite legal legislado por la Union Europea para el
DEHP.

El LOD méaximo permitido para el BHT es de 3.16 ug L* y para el 2EH4MC es de 6 pg
L (Comision Europea, 2015), por lo que la metodologia desarrollada permite llegar a los

limites legales segun la lista de observacion de la Decision 2015/495/UE.

iv. Precision y exactitud

La precisidn, exactitud y recuperaciones obtenidas del método propuesto se han evaluado
utilizando muestras de agua de fuente fortificadas con los analitos de interés a tres niveles
de concentracion diferentes. Se realizaron 15 réplicas de cada nivel de concentracion, en
tres fechas diferentes, utilizando las condiciones descritas en los procedimientos de

andlisis.
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Tabla 10. Datos de precision (%) para n=15.

Compuestos Precision (%)

RB (1lpg L) RM (10pg LY) RA (30pg LY)

DMP 3.5 2.1 2.3
DEP 1.7 4.2 6.7
DBP 5.0 5.1 6.6
BBP 7.0 4.1 3.1
DEHP 3.5 2.5 3.7
DOP 2.5 3.9 1.4
2EH4AMC 10.4 8.4 111
BHT 3.7 4.3 1.4

El método optimizado proporciona una adecuada precision con valores de RSD
comprendidas entre 2 y 11%.

En la siguiente tabla 11 se observa que el método proporciona recuperaciones
satisfactorias para todos los compuestos estudiados.

Tabla 11. Datos de recuperacion (%) para n=15.
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Compuestos Recuperacion (%)

RB (Ipg L) RM (10pgLl) RA (30pg L)

DMP 103 100.9 102.4
DEP 103.7 102.3 102
DBP 109.3 101.6 100.7
BBP 112.4 103.4 103.7
DEHP 107.7 100.8 101.2
DOP 106.3 104.5 102.1
2EH4AMC 101.8 103.4 94.8
BHT 107.4 101.2 102.7

Observamos que con este método estudiado obtenemos buenas recuperaciones para todos
los compuestos de interés, es decir, tenemos recuperaciones en torno al 100%.

Finalmente en la figura 11 se presentan los cromatogramas de un blanco de agua de fuente
(color negro) y un agua de fuente con adicion de ftalatos, BHT y 2EH4MC (color rojo)
en el limite de cuantificacion (1pg L?).

—
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Figura 11. Cromatograma de un blanco de agua de fuente (linea negra) y de agua de
fuente con adicion (linea roja) a nivel de concentracion de 1pg L, obtenidos mediante
SPE-GC-MS/MS.

7. Conclusiones

El objetivo fundamental de este trabajo era la optimizacién de un método analitico de
determinacion de ftalatos, BHT y 2EH4MC en muestras de aguas continentales,
utilizando SPE seguida de GC-MS/MS.

La alta produccion de estos compuestos, y por tanto, su forma de estar presentes en todas
las matrices, presentaban uno de los principales problemas. Encontrar una matriz acuosa

libre de estos compuestos, se presentaba como una tarea realmente complicada.
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La extraccion de la muestra se realiza mediante SPE, con un cartucho Oasis HLB, los
resultados obtenidos ponen de manifiesto que es un proceso de extraccion muy eficiente.

Los estudios de reproducibilidad y recuperacion confirman que las extracciones llevadas
a cabo con las condiciones experimentales optimizadas, conducen a resultados
satisfactorios para los compuestos de interés, ya que trabajando en condiciones 6ptimas
se consiguen recuperaciones entorno al 100%.

Los limites de cuantificacion alcanzados (1 pug L™) se encuentran por debajo del limite
legislado para el DEHP en muestras de aguas. Mientras que para el BHT y el 2EH4MC
se establece como un limite maximo aceptable de deteccion del método de 3.160 y 6.000
mg L respectivamente, por lo que los LOQ de la metodologia estan por debajo de los
limites legislados.

En este trabajo se ha desarrollado metodologia analitica, que permite llevar a cabo la
determinacion de los ftalatos, el BHT y el 2EH4MC, obteniendo excelentes
recuperaciones, precision y limites de cuantificacion para todos los compuestos
estudiados, reduciendo el coste del proceso, los disolventes organicos empleados con un

método analitico selectivo y sensible.
Conclusions

The main objective of this work is the optimization of an analytical method for the
determination of phthalates, BHT and 2EH4MC in surface water samples by using SPE
followed by GC-MS/MS.

The main problem associated with these compounds is their high production levels. As
consequence, different environmental matrixes contains relatively large amounts of these

pollutants, and it is very difficult to find clean surface water samples.

A very efficient extraction procedure based on SPE using Oasis HLB cartridges was

developed.

The results showed good performance in terms of reproducibility and recoveries (around
100%).
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Quantification limits achieved by the proposed method (1 pug L™) allow the application
of the procedure below the levels imposed by existing regulations (RD 817/2015
38/2013/EV).

A sensitive and selective methodology for the determination of phthalates, BHT and
2EH4AMC was developed.

Excellent recoveries, precision levels and low LOQs were obtained for all studied

compounds, minimizing the analysis cost and the organic solvent consumption.
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ANEXO |

Los espectros Full Scan y Product lon para todos los compuestos de interés se muestran

a continuacion:
1. DMP
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Figura 1. Espectro del DMP obtenido mediante GC-MS/MS en modo “Full Scan”.
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Figura 2. Espectro del DMP obtenido mediante GC-MS/MS en modo “Product Ton”.
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2. DEP

Full Scan
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Figura 3. Espectro del DEP obtenido mediante GC-MS/MS en modo “Full Scan”.
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Figura 4. Espectro del DEP obtenido mediante GC-MS/MS en modo “Product Ton”.




3. DBP
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Figura 5. Espectro del DBP obtenido mediante GC-MS/MS en modo “Full Scan”.
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Figura 6. Espectro del DBP obtenido mediante GC-MS/MS en modo “Product Ion”.




4. BBP
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Figura 7. Espectro del BBP obtenido mediante GC-MS/MS en modo “Full Scan”.
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Figura 8. Espectro del BBP obtenido mediante GC-MS/MS en modo “Product Ton”.
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5. DOP

Full Scan
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Figura 9. Espectro del DOP obtenido mediante GC-MS/MS en modo “Full Scan”.
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Figura 10. Espectro del DOP obtenido mediante GC-MS/MS en modo “Product Ion”.
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6. DEHP

Full Scan
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Figura 11. Espectro del DEHP obtenido mediante GC-MS/MS en modo “Full Scan”.
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Figura 12. Espectro del DEHP obtenido mediante GC-MS/MS en modo “Product Ton”.
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7. BHT
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Figura 13. Espectro del BHP obtenido mediante GC-MS/MS en modo “Full Scan”.
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Figura 14. Espectro del BHT obtenido mediante GC-MS/MS en modo “Product Ion”.




8. 2EH4MC

Full Scan
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Figura 15. Espectro del 2EH4MC obtenido mediante GC-MS/MS en modo “Full

Scan”.
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Figura 16. Espectro del 2EH4MC obtenido mediante GC-MS/MS en modo “Product

2

Ton”.
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9. Cinamato Ds
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Figura 17. Espectro del CIN-Ds obtenido mediante GC-MS/MS en modo “Full Scan”.
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Figura 18. Espectro del CIN-Ds obtenido mediante GC-MS/MS en modo “Product

2

Ton”.




10. BHT D12
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Figura 19. Espectro del BHT-D12 obtenido mediante GC-MS/MS en modo “Full Scan”.
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Figura 20. Espectro del BHT-D1. obtenido mediante GC-MS/MS en modo “Product

2

Ton”.
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Figura 21. Espectro del DMP-Ds obtenido mediante GC-MS/MS en modo “Full Scan”.
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Figura 22. Espectro del DMP-Ds obtenido mediante GC-MS/MS en modo “Product

2

lon”.
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Figura 23. Espectro del DOP-D4 obtenido mediante GC-MS/MS en modo “Full Scan”.
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Figura 24. Espectro del DOP-D4 obtenido mediante GC-MS/MS en modo “Product

2

Ton”.

13. DBP D4

Full Scan

%10 |+ Scan{(13.058 min} DBP_D4_FS.D

DBP-D,

52.90000

208.90000 226.50000

5610000 68.90000 79.90000 57.00000 10790000 12490000 13550000 170,90000 181.90000 52.50000

2820000

50 55 60 65 70 75 80 8 90 95 100 105 110 115 120 125 130 135 140 145 150 155 160 165 170 175 18D 185 190 195 200 205 210 215 220 225 230 235 240 245 250 255 260 265 270 275 280 285

Counts vs. Mass-to-Charge (miz)

Figura 25. Espectro del DBP-D4 obtenido mediante GC-MS/MS en modo “Full Scan”.
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Figura 26. Espectro del DBP-D4 obtenido mediante GC-MS/MS en modo “Product

2

Ton”.
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Figura 27. Espectro del DEHP-D4 obtenido mediante GC-MS/MS en modo “Full

Scan”.
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Figura 28. Espectro del DEHP-D,4 obtenido mediante GC-MS/MS en modo “Product

2

Ton”.
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Figura 29. Espectro del DEP-D4 obtenido mediante GC-MS/MS en modo “Full Scan”.
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Figura 30. Espectro del DEP-D4 obtenido mediante GC-MS/MS en modo “Product

2

Ton”.
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Figura 31. Espectro del DHP-D4 obtenido mediante GC-MS/MS en modo “Full Scan”.
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Figura 32. Espectro del DHP-D4 obtenido mediante GC-MS/MS en modo “Product

2

Ton”.
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Figura 33. Espectro del 2,4,6-TTBP obtenido mediante GC-MS/MS en modo “Full
Scan”.
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Figura 34. Espectro del 2,4,6-TTBP obtenido mediante GC-MS/MS en modo “Product
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Figura 35. Espectro de la Benzofenona Carbonil *3C obtenido mediante GC-MS/MS en

modo “Full Scan”.
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Figura 36. Espectro de la Benzofenona Carbonil **C obtenido mediante GC-MS/MS en

modo “Product Ion”.
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ANEXO 11
Blancos Cromatograficos

12 Prueba. Disolvente de lavado de la jeringa del inyector

En este estudio se estudia el disolvente de lavado de la jeringa del inyector. Se
inyecta un patrén de 25 ug L y a continuacion se realiza una inyeccion de acetato
de etilo, evaluando asi la contaminacion cruzada. Se utilizan nuevos recipientes
para los disolventes de lavado (A: ciclohexano, Oxido de aluminio; B:
ciclohexano, 6xido de aluminio). Las condiciones del cromatografo son las

siguientes:

o Inyector automatico:

Etapas de limpieza de la aguja del inyector:

Pre-inyeccion Post-inyeccion
Lavado con disolvente A 1 4
Lavado con disolvente B 1 4
Lavado con la muestra 1
Bombeo con la muestra 6

Temperatura del inyector: 280°C
o Programa de temperaturas del horno:
50°C (2min), 20°C min*; 190°C, 5°C min, 270°C (5min)

o Linea de transferencia:

Temperatura de la linea de transferencia: 320°C.

En la siguiente figura podemos ver el cromatograma del disolvente inyectado
después de inyectar el patron (25ug L7), observando que hay sefial para los
compuestos estudiados. Esto indica que se produce contaminacion cruzada a pesar

de incluir el 6xido de aluminio en los disolventes de lavado.
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Figura 37. Cromatograma de acetato de etilo obtenido mediante GC-MS/MS en

las condiciones detalladas en la prueba 1.

22 Prueba. Aumento de las etapas de limpieza

Se incrementa el nimero de etapas de limpieza de la jeringa antes de inyectar,

incluyendo una etapa adicional en el programa de temperaturas del horno, con el

fin de limpiar la columna cromatografica. Se inyecta un patron de 25ug Ly, a

continuacion, se realiza una inyeccion de acetato de etilo para evaluar la

contaminacién cruzada, como se ha hecho en la prueba anterior. Los disolventes

del lavado son los mismos que en la prueba 1 y las condiciones del cromatografo

son:

Inyector automatico:

Etapas de limpieza de la aguja del inyector:

Lavado con disolvente A
Lavado con disolvente B
Lavado con la muestra

Bombeo con la muestra

Pre-inyeccion Post-inyeccion
1 4
1 4
1
6
[ =)



Temperatura del inyector: 280°C

Programas de temperaturas del horno:

50°C (2 min), 20°C min'!; 190 °C, 5°Cmin, 270 °C (5 min), 20°C min, 300 °C
(20 min)

Linea de transferencia

Temperatura de la linea de transferencia: 320°C

En la figura 2 se observa que el acetato de etilo inyectado sigue presentado sefial
para los compuestos de interés. No obstante, las respuestas son inferiores a las
sefiales obtenidas en la prueba 1, esto indica que es algo mas favorable el
incremento de las etapas de lavado de la aguja del inyector y la etapa adicional en
el programa de temperatura.

k] 162.8 > 77.0 x10°]135.9 > 108.1 l1#]240.0 > 222.2 x1021204.8 > 57.1
1.2

12 [DMP] [ACOE2 [Cinamatol D5] [AcOE®2 [BHT] [AcOE®2 [DEP] [AcOEL2 [DBP]
148.8 > 93.0 x102] 148.8 > 93.1

87 875 88 885 89 88 885 89 895 9 9.05 9.1 9 9.029.049.059.08 9.1 9.129.14 9.1 9.120.149.169.18 9.2 9.22 97 975 98 985 1315 132 1325 133 1335

12 (4MC2EH] ) [AcOE2 [DEHP-D4] [AcOE2 [DEHP] [AcOE2 [DOP]
h101]177.8-> 161.1 x10?]148.8 > 65.0 1021529 > 7.1 x102 1488 > 93.0 x107{148.8 > 93.1
2|

1795 18 1805 181 18.4 18.45 1.5 18.5 18.6 18.65 18.7 187" 212 213 214 215 21.25 21.3 21.35 21.4 21.45 215 2395 24 24.05 24.1 24.15 242 24.25)

Figura 38. Cromatograma de acetato de etilo obtenido mediante GC-MS/MS en

las condiciones detalladas en la prueba 2.

32 Prueba. Cambio de liner y septum

En la 3%rueba se sustituye el liner y el septum, lavado previamente con hexano
en 6xido de aluminio, por unos nuevos. Se inyectan 4 acetatos de etilo para
comprobar que el equipo esta limpio, observando que las respuestas disminuyen
a medida que se incrementa el nimero de inyecciones de disolvente. Esto indica

que cuando se sustituyan el liner y el septum, es necesario la inyeccién de varios
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disolventes para limpiar y verificar que el equipo esté lo méas limpio posible antes
de proceder a hacer el analisis de las muestras.

Después de inyectar varios disolventes, se inyecta el patron con la misma
concentracion que anteriormente, y posteriormente, se realiza una inyeccion de
acetato de etilo para evaluar la contaminacion cruzada. Los disolventes de lavado
y las condiciones cromatogréaficas son los mismos que en la prueba 2. En la
siguiente figura se muestran los cromatogramas del acetato de etilo antes y
después del patron, observando que seguimos teniendo los problemas de

contaminacion cruzada.
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Figura 39. Cromatogramas de acetato de etilo obtenidos mediante GC-MS/MS
en las condiciones detalladas en la prueba 3. Linea azul, disolvente inyectado

antes del patron; linea negra, disolvente inyectado tras el patrén.

42 Prueba. Aumento de etapas de limpieza de la jeringa del inyector

A continuacién se realiza una prueba incrementando el nimero de etapas de
limpieza de la jeringa antes y después de la inyeccion, incrementando el tiempo
de la etapa de limpieza en el programa de temperaturas del horno.

Se inyecta un patron de 25ug Ly, a continuacion, se realiza una inyeccion de

ciclohexano para volver a evaluar la contaminacion cruzada.
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Los disolventes de lavado de la jeringa son los mismos empleados en la prueba 1
y las condiciones del cromatografo son las siguientes:

Inyector automatico:

Etapas de limpieza de la aguja del inyector:

Pre-inyeccion Post-inyeccion
Lavado con disolvente A 6 6
Lavado con disolvente B 6 6
Lavado con la muestra 1
Bombeo con la muestra 6

Temperatura del inyector: 280°C

Programas de temperaturas del horno:

50°C (2 min), 20°C min'; 190 °C, 5°C min; 270 °C (5 min), 20°C min*; 300 °C
(13.5 min)

Linea de transferencia

Temperatura de la linea de transferencia: 320°C
Se observa en la siguiente figura que el acetato de etilo inyectado con estas
condiciones presenta sefiales mas bajas para los compuestos de interés,

deduciendo que se reduce la contaminacion cruzada.

i |1628->77.0 Ix107] 1359 > 108.1 Ix101]2400-> 2222 Ix101[2048 > 57.1 [x102]148.8 > 93.0 10| 1488 > 03.1
22 0.9 2 15 1

2 39 1.4 1.2
2 o 2
2

R 2
18

2 T
07 2| 1.1 0.9

B 2F REE &g S
=8 [y

0. T
1795 18 1805 181 1815 1845 185 1855 186 1865 187 212 2125 213 2135 214 2125 213 2135 214 2145 215 24_24.05 2.1 24.15 282 2425

Figura 40. Cromatograma de ciclohexano obtenido mediante GC-MS/MS en las

condiciones detalladas en la prueba 4.
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52 Prueba. Incremento de etapas de limpieza de la jeringa

Segun los resultados anteriores, se decide incrementar el nimero de etapas de
limpieza de la jeringa y el tiempo de la etapa de limpieza en el programa de
temperaturas del horno. Se inyecta un patron con las mismas condiciones que los
anteriores y después se inyectan dos ciclohexanos. Los disolventes de lavado
utilizados son los mismos que las pruebas anteriores, y las condiciones del
cromatdgrafo se recogen a continuacion:

Inyector automatico:

Etapas de limpieza de la aguja del inyector

Pre-inyeccion Post-inyeccion
Lavado con disolvente A 10 10
Lavado con disolvente B 10 10
Lavado con la muestra 1
Bombeo con la muestra 6

Temperatura del inyector: 280°C

Programas de temperaturas del horno:

50°C (2 min), 20°C min‘*; 190 °C, 5°C min; 270 °C (5 min), 20°C min; 300 °C
(18.5 min)

Linea de transferencia:

Temperatura de la linea de transferencia: 320°C.

El primer ciclohexano inyectado después del patron presenta sefiales para todos
los compuestos, indicando que sigue el problema de la contaminacién cruzada.
No obstante las sefiales disminuyen segin vamos inyectando disolventes, por

tanto, el equipo se limpia con ayuda de varios disolventes.
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Figura 41. Cromatogramas de ciclohexanos obtenidos mediante GC-MS/MS en

las condiciones detalladas en la prueba 5. Linea negra, ciclohexano inyectado tras

el patron, linea azul, segundo ciclohexano.

62 Prueba. Cambio del 2° disolvente de lavado

Se utiliza ciclohexano conservado en 0xido de aluminio (A) y acetato de etilo (B)

como disolventes de lavado. Se inyecta un patron de una concentracion menor que

el anterior (10 pg L) y después se inyecta el acetato de etilo. Las condiciones del

equipo son las mismas que en la 52 prueba.

Aunque disminuyen las respuestas respecto a las otras pruebas realizadas, el

problema de memoria no ha desaparecido después de la inyeccidn de un patron.

——

24

'



1795 18 1805 181 1815

18.4 18.4518.5 18.55 18,6 18.65 187 187"

212 213 214 215 216

21.25 21.3 21.35 214 21.45 21.5

2395 24 24.05 24.1 2415 24.2 24.25|

[Acetato2 [pMP] [Acetato? (CinamatoDs] [Acetato2 (BHTDS] tato2 [BHT] [Acetato2 [DEP] Acetato2 [DBP)
1?1628 ->77.0 x102{135.9 > 108.1 x101{240.0 > 222.2 1012048 > 57.1 Ix102] 148.8 -> 93.0 x102] 148.8 > 93.1
18 ““ 32 2 1 1
27 1.3
17 13 3 26 1 e
1 25 1.2 T
1.6 1.2 28 24 1 0.9
15 ! 26 2 14 o
1 22 1
4 1 24 2 10 o8
1 1.0 2{ T o
1 24 19 0.8 0.7
12 0.9 2 ;i 0. 07
, o , o 08 056
008 ! 007 og
1 1 1.4
0.7 i o 05t
o. 0. 14 1 0.6¢ 0.5
0.5 1 0. 0.4
o
Y 12 p 05t 04
[ 0.5 1 o o 0.3
o 08 0.4
08 0.4 04 0.7 0. 0
o. o. 0.3 0.2
o o g 05 o od
0.4 0 04 g‘* 0.2 01
0.2 o
0. o 02| 02 o1 °
o 0.0:
01 o
87 8.728.748.768.78 8.8 8.828.84 88 88589 895 9 90591 9.15 9.02 9.039.04 9.059.06 9.079.08 904 908 91 912 9.14 916 918 965 97 975 98 985 99 1315 132 1325 133 1335 134)
a Acetato2 (BEP) Acetato2 DEHP-DA] ] Acetato2 [DOP]
x10]177.8-> 161.1 x102[148.8 > 65.0 x1011529 > 97.1 Ix101|148.8-> 930 x102]148.8 > 93.1
6.7 7
65 1.09 6.7 19
62 1 69 75 18
6.2
5.7 099 6 7 1
o 57
59 16
5.2 0.89 s 69 T
o 525
47 14
074
4 4 55 )
4.2 o] 45
4 065 o 12
37
a4 04 37 4] 1
054 35 1
32 3.2 &
9 3 03
27 0.49 27 35 osl
25 0.4 25
22
2 033 22 0
2 05
1.7 o 1.7 29
15 0.24 15 2 05
1.2 02 1.2 04
1 1 15
07 0.14 o o
0.5 o 05 * 02|
0.2 0.09 0.

Figura 42. Cromatograma de acetato de etilo obtenido mediante GC-MS/MS en

las condiciones detalladas en la prueba 6.

72 Prueba. Programa de temperaturas en el inyector

Se establecen 6 etapas de limpieza en la inyeccion tanto antes como después

debido a que con 10 etapas de limpieza no hay una mejora significativa. Se incluye

un programa de temperaturas en el inyector, con el fin de realiza una limpieza

térmica. Se inyecta un patron de la misma concentracion que el anterior y se

realizan tres inyecciones consecutivas de acetato de etilo. Los disolventes de

lavado son los mismos que en la prueba anterior y las condiciones del

cromatografo son:

Inyector automatico:

Etapas de limpieza de la aguja del inyector

Lavado con disolvente A

Lavado con disolvente B

Lavado con la muestra

Bombeo con la muestra

Pre-inyeccion

6
6

Post-inyeccion

6
6
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Programa de temperaturas del inyector: 280°C (28 min), 20°C min; 300°C (11
min)

Programas de temperaturas del horno:

50°C (2 min), 20°C min; 190 °C, 5°C min; 270 °C (5 min), 20°C mint; 300 °C
(18.5 min)

Linea de transferencia:

Temperatura de la linea de transferencia: 320°C
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Figura 43. Cromatogramas de acetato de etilo obtenidos mediante GC-MS/MS

en las condiciones detalladas en la prueba 7.

82 Prueba. Disolvente de limpieza

Con las mismas condiciones de la prueba anterior, se inyecta el patron y se
realizan dos inyecciones consecutivas de ciclohexano. Se observa que en la
segunda inyeccion del ciclohexano las respuestas son practicamente despreciables
para todos los compuestos, lo que indica que este disolvente limpia mejor que el

acetato de etilo, aunque se observa contaminacion cruzada.
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Figura 44. Cromatogramas de ciclohexano obtenidos mediante GC-MS/MS en

las condiciones detalladas en la prueba 8.

92 Prueba. Incremento en las temperaturas del programa del inyector v del

horno

Se incrementa la temperatura del programa del inyector y del horno a 320°C. Se
inyecta un patron y a continuacién un ciclohexano. Los disolventes de lavado
utilizado son los mismos que en la prueba 6 y las condiciones del cromatégrafo
se recogen a continuacion:

o Inyector automatico:

Etapas de limpieza de la aguja del inyector
Pre-inyeccion Post-inyeccion
Lavado con disolvente A 6 6
Lavado con disolvente B 6 6
Lavado con la muestra 1

Bombeo con la muestra 6

Programa de temperaturas del inyector: 280°C (28 min), 20°C min; 300°C (11
min)

o Programas de temperaturas del horno:

——
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50°C (2 min), 20°C min; 190 °C, 5°C min; 270 °C (5 min), 20°C mint; 300 °C
(7.5 min)

Linea de transferencia:

Temperatura de la linea de transferencia: 320°C.
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Figura 45. Cromatograma de ciclohexano obtenido mediante GC-MS/MS en las

condiciones detalladas en la prueba 9.

Las sefiales obtenidas son despreciables para todos los compuestos de interés, lo

que indica que trabajando en estas Ultimas condiciones se consigue minimizar los

problemas de contaminacién cruzada.
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