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I. OBJETO







I. Objeto 3

El objeto general de esta memoria es el desarrollo de metodologias
analiticas encaminadas a conseguir una reduccién significativa del
esfuerzo necesario para llevar a cabo la etapa de tratamiento de muestra
con el fin de minimizar costes y tiempo y reducir los errores asociados a

esta etapa del proceso analitico.

La Tesis consta de dos partes dedicadas ambas a la puesta a punto de
metodologias que cumplan las caracteristicas anteriormente descritas
pero que difieren en el tipo de matriz de estudio, dedicandose la

primera parte a matrices alimentarias y la segunda a matrices bioldgicas.

La primera parte, por tanto, esta dedicada a la puesta a punto de una
metodologia de anélisis para la deteccion de contaminantes en muestras
alimenticias, concretamente haloanisoles en vinos, basada en el
acoplamiento de la técnica de microextraccion con sorbentes
empaquetados (MEPS) con cromatografia de gases (GC) con fases
estacionarias de liquidos i6nicos (IL) y deteccion mediante captura

electronica (ECD).

En esta primera parte, los objetivos concretos son dos:

1. El estudio de las posibilidades que ofrece la nueva técnica de

microextracciéon con sorbentes empaquetados (MEPS).

2. El estudio de las ventajas que puedan tener las nuevas fases
estacionarias de liquidos i6nicos para la determinacién de

compuestos relativamente polares como son los haloanisoles.
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En esta primera parte se plantean dos hipétesis:

- La primera, que la técnica de microextraccion MEPS permite
separar los haloanisoles del vino, preconcentrarlos mediante el
paso sucesivo de la matriz a través de los cartuchos propios de
esta técnica y extraerlos posteriormente con una pequefia
cantidad de disolvente orgénico.

- La segunda, que las nuevas fases estacionarias de liquidos
i6bnicos, mas polares que las convencionales, permiten la
separacion adecuada de compuestos con una polaridad
intermedia como son los haloanisoles y que, en funcién del
liquido i6nico que constituya la fase estacionaria, las

caracteristicas cromatogréficas seran diferentes.

La segunda parte de la Tesis, se centra en el desarrollo de
metodologias rapidas y eficaces para la determinacién y cuantificacién
de compuestos que se han descrito como posibles biomarcadores en
matrices biolégicas. Se utiliza como técnica de pretratamiento de
muestra la generacion de espacio de cabeza (HS) acoplada a un inyector
de temperatura programada (PTV) y la deteccién se lleva a cabo
mediante espectrometria de masas (MS). En esta parte, ademas de la
puesta a punto de métodos cromatogréaficos, se propone la utilizacién de
metodologias sin separacién cromatografica en las que se generan

sefiales de tipo perfil que se tratan quimiométricamente.
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En esta segunda parte de la memoria, los objetivos concretos son:

1. El desarrollo de una serie de metodologias analiticas rapidas,

sensibles y eficaces que puedan ser aplicables a Ila
determinacion y cuantificacién de biomarcadores en muestras
bioldgicas:
e Acoplamiento de un generador de espacio de cabeza
con un inyector de temperatura programada para el
andlisis cromatografico y la deteccion mediante

espectrometria de masas de muestras de orina.

e Utilizacion de una nariz electrénica basada en el
acoplamiento de un generador de espacio de cabeza
con un inyector de temperatura programada y un
espectrometro de masas para la obtencién de senales

de perfil de muestras de orina y saliva.

Comparar muestras de individuos sanos y muestras de
individuos enfermos para conocer la posible existencia de
diferencias en los niveles de concentracion de estos
compuestos o en las sefales de perfil que puedan permitir la

clasificacion de las muestras analizadas.

En esta segunda parte se plantean tres hipotesis:

- La primera, que la técnica de espacio de cabeza (HS) es adecuada

para la determinaciéon de compuestos volatiles en muestras

biolégicas (orina y saliva) reduciendo el tratamiento al que debe

someterse la muestra y eliminando muchos compuestos
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interferentes no volatiles que presentan estos tipos de matrices.
Ademas, la inclusion en la configuraciéon instrumental de un
inyector de temperatura programada (PTV) que permite la
inyeccion en el modo de purga de disolvente (solvent vent)
aumentard la sensibilidad de la metodologia con inyeccién

convencional.

La segunda, que el tratamiento quimiométrico de las sefiales tipo
perfil obtenidas con metodologias no separativas, permite extraer
informacion cualitativa y cuantitativa sobre los distintos

compuestos objeto de estudio.

La tercera, que existen diferencias significativas en los niveles de
concentraciéon de los compuestos descritos como biomarcadores o
en las sefiales de perfil de las muestras de individuos sanos e

individuos enfermos.
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1. TECNICAS DE PRETRATAMIENTO DE MUESTRA

1.1. Microextraccion con sorbentes empaquetados

La microextracciéon con sorbentes empaquetados (MEPS) es una
técnica de preparacion de muestra de reciente desarrollo basada en la
miniaturizaciéon y automatizaciéon del proceso de extraccion en fase
solida convencional (SPE). Esta técnica fue desarrollada y patentada por

el grupo de Mohamed Abdel-Rehim en 2004 [1,2].

Se trata de una técnica de preparacion de muestras liquidas y tiene
como objetivo la extraccion de compuestos de interés contenidos en las
mismas. Esta nueva técnica requiere la utilizacién de un dispositivo
consistente en una jeringa provista de un cartucho que contiene una
cierta cantidad de sorbente (entre 0.5 y 4 mg). El cartucho se sitta en el
extremo de la aguja que conecta con el tubo de la jeringa. De esta
manera, las muestras aspiradas a través de la jeringa tienen que
atravesar el cartucho que contiene el sorbente y en el que quedan
retenidos los compuestos de interés. La aguja se fija a la jeringa con una

tuerca de cierre, como se puede observar en la figura 1.

Figura 1: Cartucho Cis y tuerca de cierre para la fijacion de la aguja
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Los materiales méas comunes utilizados como sorbentes son silice, Cis,
Cs, C2 (estos tres con una base de silice) o intercambiadores fuertes de
cationes, aunque también pueden utilizarse materiales poliméricos,
materiales de acceso restringido (RAMs) o polimeros de impresion
molecular (MIPs). Para conseguir una preconcentracion de los analitos
de interés es necesario seleccionar el sorbente adecuado de acuerdo a las
caracteristicas de los mismos. Tanto el tamafio del cartucho como el de
las particulas del material sorbente deben ser lo mas pequefios posible
para aumentar la velocidad de transferencia de los analitos desde la
muestra liquida a la fase solida. En la figura 2 se muestra la disposicién

del sorbente.

N~ A lajeringa

I% P Sorbente
empaquetado

<€— Aguja

Figura 2: Cartucho de MEPS

La separacion se realiza mediante una serie de aspiraciones y
expulsiones consecutivas de la muestra liquida a través del cartucho
previamente acondicionado, consiguiéndose la retenciéon de los analitos

en el sorbente empaquetado. El cartucho se lava entonces con agua
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ultrapura u otra disoluciéon de lavado para eliminar interferencias y, a
continuacién, se lleva a cabo una etapa de secado. Posteriormente, la
elucion de los analitos se efectta con una pequefia cantidad de
disolvente organico que se hace pasar a través de la jeringa y puede ser
inyectada directamente en un sistema de andlisis, si el instrumento esta
automatizado, o depositada en un vial de muestreo en caso de tratarse
de un dispositivo manual. El esquema del proceso se muestra en la

figura 3.

Acondicionamiento

g

Adsorcion

g

Lavado

g

Secado

L

Elucién

Figura 3: Esquema de un proceso de extraccion mediante MEPS

Existen dos modalidades de trabajo en MEPS que se diferencian en la
etapa de extraccion de la muestra [3]. En una de ellas, la muestra se pasa
por el cartucho una vez y se desecha, esta operacién se repite con
diferentes alicuotas de muestra hasta coger el volumen total. Esta
modalidad se conoce con el nombre de extract-discard. En la otra
modalidad existente, multiple draw-eject, un volumen fijo de muestra se
deposita en un vial y se realizan mdultiples tomas y eluciones de la

misma siempre del mismo vial. Esta segunda modalidad es muy
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interesante cuando el objetivo es extraer la mayor cantidad posible de
analitos de voliumenes muy pequefios de muestra, siendo muy til su

aplicacién en bioanalisis [4-6].

Ambas modalidades de microextraccién con sorbentes empaquetados
se pueden realizar mediante dos formas de trabajo diferentes: manual y
automadtica [7]. En la primera, el desplazamiento del émbolo es
automatico, pero las diferentes etapas del proceso de extracciéon se
llevan a cabo de forma manual. El volumen total de eluyente se lleva a
un vial y desde ahi una parte se inyecta en el sistema de analisis. En la
segunda, la jeringa MEPS con el cartucho forma parte de un sistema de
inyeccion automatica, por lo que tanto el desplazamiento del émbolo
como las diferentes etapas del proceso se llevan a cabo de forma
automatica y todo el eluyente es inyectado en el sistema de analisis. Los
cartuchos son los mismos para ambas formas de trabajo, existiendo
diferentes puntas y grosores de aguja en funciéon de si el acoplamiento

del MEPS automético es a un cromatégrafo de gases o de liquidos.

La principal ventaja de la forma automatica de trabajo es que todo el
extracto se inyecta en el cromatégrafo, mientras que en la manual solo se
inyectard una pequefia parte. Ademads, trabajando de forma automatica
los volimenes que se utilizan para eluir los compuestos son mucho mas
pequefos que los permitidos con el émbolo digital de la modalidad
manual. La desventaja principal del procedimiento automatico es su
elevado coste. Por otra parte, el procedimiento manual tiene una ventaja
muy importante, que es la posibilidad de tomar la muestra in situ [8] y

posteriormente, en el laboratorio, realizar la eluciéon de los analitos.

Esta técnica MEPS surge a partir de los intentos de agilizar y hacer
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mas eficientes las ya existentes. En especial, el desarrollo de técnicas mas
rapidas de tratamiento de muestra resulta interesante debido a que la
mayor parte del tiempo total de andlisis se invierte en los procesos
previos a la propia identificacion y cuantificacion de los compuestos de
interés. La extraccion en fase sdlida (SPE) asi como la microextraccién en
fase solida (SPME) reemplazaron en poco tiempo a otras técnicas de
extraccion que consumian mayor cantidad de disolventes como los
procesos de extracciéon liquido-liquido (LLE). La microextracciéon con
sorbentes empaquetados (MEPS) pretende mejorar algunos aspectos de

estas dos primeras metodologias.

El principio en el que se basa la microextracciéon con sorbentes
empaquetados, el mismo que SPE, es la diferente interacciéon de los
analitos entre una fase solida, que es el sorbente, y una liquida, que es la
muestra. En este caso, la elucion de los analitos retenidos se realiza
mediante unos pocos microlitros de un solvente organico como, por
ejemplo, metanol, diclorometano o acetato de etilo. Frente a la extraccion
en fase soélida convencional, la metodologia MEPS reduce
significativamente el tiempo necesario para preparar e inyectar las
muestras, puede combinarse con inyectores automaticos de
cromatografia de liquidos y de gases (la etapa de extraccion e inyeccion
se efectiian en linea usando la misma jeringa) y se puede trabajar en un
margen de volimenes de muestra desde unos pocos microlitros hasta
varios mililitros. Al igual que en SPE, se conseguiria, ademas de una
extracciéon de los compuestos de interés presentes en la muestra, una
preconcentracion de los mismos, si bien en esta modalidad la cantidad
de disolvente organico con la que se lleva a cabo la elucién de los

compuestos es generalmente bastante menor [8].
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Ademas, la pequefia cantidad de sorbente que se encuentra dentro
del cartucho de MEPS puede limpiarse de una manera facil y efectiva
entre muestras para reducir el riesgo de contaminacién entre ellas
(efecto memoria) utilizando pequefios volimenes de disolventes. Los
cartuchos de MEPS pueden ser reutilizados un gran ntimero de veces,
siempre que se optimicen las condiciones de limpieza [4]. Es por todo
esto que esta nueva técnica es mds ecoldgica y econdémica que muchos
otros métodos de preconcentracion. De acuerdo con la Quimica
Analitica “verde” [9,10], utiliza pequefias cantidades de productos

quimicos peligrosos y reduce los costes energéticos y los desechos.

En cuanto a las aplicaciones de esta técnica, la microextraccién con
sorbentes empaquetados se ha utilizado principalmente en bioanélisis
[11,12] en matrices tales como plasma humano, sangre, orina o saliva,
siendo muy importante para este tipo de muestras la funcién de MEPS
de eliminar los componentes interferentes de la matriz y de aislar y
concentrar selectivamente los analitos de interés [4,13,14]. Se ha
utilizado para el andlisis en plasma de diferentes farmacos como
anestésicos locales [1], antidepresivos [4], B-bloqueadores usados para
tratar trastornos del ritmo cardiaco [15] y antipsicéticos [5,16] (estos
altimos también en orina y saliva) asi como compuestos opioides [13] y

aminas biogénicas [6].

Se ha extendido el uso de esta técnica para explorar el perfil
metabolico de la orina [17] y se han propuesto aplicaciones para la
deteccion en esta matriz de compuestos endégenos como la carnitina y
otras acilcarnitinas [14], leucotrieno B4 [18] y catecolaminas [19], estas

altimas tanto en orina como en sangre utilizando métodos innovadores
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de recogida de muestra como son las manchas de plasma y orina secas,
mas conocidos por sus nombres en inglés: dried plasma spots (DPSs) y
dried urine spots (DUSs). En orina, ademas de compuestos enddgenos, se
ha utilizado la técnica MEPS para el analisis de antidepresivos [20],
parabenos [21] y drogas como la ketamina y sus metabolitos

mayoritarios [22], estos Gltimos también medidos en plasma.

La orina y el plasma son las matrices mas utilizadas en bioanalisis. En
menor medida también se han propuesto metodologias de analisis para
saliva y esputos en las que se incluye una etapa de microextraccién con
sorbentes empaquetados, concretamente, para el andlisis de
cannabinoides [23] y antidepresivos [24] en saliva y de farmacos contra

las infecciones pulmonares en esputos [25].

También se ha utilizado esta técnica para el analisis de muestras
medioambientales, principalmente de aguas. En este caso las
aplicaciones incluyen: contaminantes organicos prioritarios [26],
compuestos policiclicos [2,27], aminas arométicas [28], clorobencenos
[29], acidos haloacéticos [30], disruptores endocrinos como parabenos,
triclosan y metil triclosan [31], fluoroquinolonas [32] y medicamentos
antiinflamatorios no esteroideos [33]. También se ha estudiado por
medio de esta técnica la presencia de bromodifeniléteres (PBDE),
utilizados como retardantes de llama, en lodos de depuradora [34], asi

como la de clorobencenos en suelos [35].

No son tan numerosos, sin embargo, los estudios en el campo del
analisis de alimentos y estos se centran principalmente en el analisis de
bebidas como vino, cerveza y otras bebidas alcohdlicas, matrices en las

que se ha estudiado recientemente el contenido de benzodiacepinas [36]
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en grappa, prenilchalcona en cerveza [37], etil carbamato [38], derivados
furanicos [39] y &cidos hidroxibenzoicos e hidroxicindmicos [40] en
vinos y acido L-ascérbico en diferentes bebidas sin alcohol [41]. Existe
también alguna aplicaciéon en otros alimentos como la miel [42] y la

carne de cerdo [43].

También se ha utilizado la técnica MEPS para el estudio de aminas

aromaéticas provenientes de tintes azoicos de textiles [44].

1.2. Generacién de espacio de cabeza

La generacién de espacio de cabeza (HS) es una técnica utilizada para
la separacion de los compuestos volatiles de una muestra. Se denomina
espacio de cabeza a la fase gaseosa en contacto con la muestra (liquida o
solida). Puede acoplarse a diversas técnicas analiticas de separacion y
medida, pero se ha utilizado principalmente acoplada a cromatografia
de gases (GC), debido a que ésta es una técnica muy apropiada para el

analisis de muestras gaseosas [45].

El procedimiento de generacion del espacio de cabeza puede llevarse

a cabo de forma estatica y dindmica.

En HS estatico (SHS) la muestra se introduce en un vial dejando un
volumen libre sobre ella. El vial se cierra herméticamente y se introduce
en un horno, de modo que los volatiles se separan de la matriz y al cabo
de un tiempo se establece el equilibrio entre ambas fases. Una vez
alcanzado el equilibrio, una porcién de los volatiles generados se inyecta

en el cromatdgrafo de gases.
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A partir de esta modalidad, a la que también se ha denominado HS
“en un paso”, se han desarrollado diversas modificaciones, entre las que
puede citarse la inclusién de trampas de adsorcién o de trampas que
contienen un disolvente organico, cuyo propdsito es separar los analitos

volétiles de interés del resto de los compuestos de la fase gaseosa.

En 1989 Pawliszyn y su grupo de investigaciéon introdujeron la
técnica de microextracciéon en fase sélida (SPME) [46,47]. Una fibra de
silice fundida, cuya superficie externa estd recubierta con una fase
estacionaria inmovilizada, se introduce en el vial que contiene la
muestra. Al cabo de un tiempo los volatiles quedan adsorbidos en la
fibra, ésta se introduce en la camara de vaporizaciéon del inyector del
cromatografo de gases y los analitos son transferidos a la columna
cromatografica por desorcion térmica. La fibra puede sumergirse en el
liquido o permanecer en el espacio de cabeza sobre la muestra liquida o
solida. En el caso en que esta técnica se utilice para extraer los volatiles
del espacio de cabeza de la muestra se denomina HS-SPME. Este
acoplamiento se utilizé por primera vez en 1993 [48] y desde entonces ha

sido empleado para resolver numerosos problemas analiticos.

La modalidad SHS también se ha utilizado combinada con
microextraccion en fase liquida [49] en la que una gota de disolvente
organico en la punta de una microjeringa se sitta suspendida sobre la
muestra durante el proceso de generacion de espacio de cabeza, de
manera que se establece un equilibrio de distribucién de los analiticos
entre la fase gaseosa y el disolvente orgénico. Finalmente, el disolvente
con los analitos preconcentrados se inyecta en el cromatégrafo de gases

para proceder a su andlisis.
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El modo de generacién de espacio de cabeza continuo o dindmico fue
sugerido por primera vez en 1962 por Swinnerton y colaboradores
[50,51]. Bellar y Lichtenberg [52] desarrollaron la técnica y la
denominaron Purga y Trampa (P&T). En esta modalidad no se establece
el equilibrio entre las dos fases del vial, sino que la separaciéon de los
volatiles se lleva a cabo retirando continuamente la fase gaseosa, hasta
que todos los analitos volatiles han sido extraidos de la muestra. Se
utiliza un flujo de gas inerte sobre la muestra sélida o liquida, o bien se
hace burbujear el gas a través de la muestra liquida. Los volatiles
purgados estan diluidos en el gas extractante y es necesario focalizarlos
en una trampa antes de introducirlos en la columna cromatografica. Esta
focalizacién puede hacerse mediante trampa fria, aunque generalmente
se ha utilizado un cartucho empaquetado con un material adsorbente, a
partir del cual los volatiles se transfieren a la columna cromatografica

por desorcion térmica.

La generacién de espacio de cabeza en ambas modalidades, permite
analizar los compuestos volatiles de una muestra sin interferencias de
los compuestos no volatiles de la matriz. Se trata de un proceso de
extraccion sencillo, que minimiza la etapa de pretratamiento de la
muestra, reduciendo considerablemente los errores asociados a la

misma, el tiempo y el coste del analisis.

El método HS estatico es la alternativa més sencilla, con mayor grado
de automatizacién y la mas rapida. El acoplamiento de esta modalidad
estatica presentaba, a veces, la desventaja del ancho de banda inicial
cuando se introducifan volimenes grandes de muestra para aumentar la

sensibilidad. Se han descrito algunas modificaciones en las que se
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reduce este problema mediante técnicas de enfoque criogénico [45], con
las que se consiguen niveles de sensibilidad del mismo orden que los

obtenidos con las técnicas de P&T y HS-SPME.

La sensibilidad de la metodologia HS-GC depende, ademés del

detector, de la capacidad de la columna cromatografica [53].

El espacio de cabeza esta constituido por una muestra gaseosa mas o
menos diluida. El problema que se plantea al introducir la muestra en el
cromatégrafo de gases es como introducir el mayor volumen de muestra
posible, para alcanzar los niveles de sensibilidad deseados y, ademas,
hacerlo de forma rdpida para reducir el ancho de banda inicial del

cromatograma.

En el libro publicado por el grupo de investigacion de Bruno Kolb
[45] se describen algunas técnicas que se han empleado para solucionar
los problemas planteados. Se trata de técnicas de enriquecimiento por
trampa criogénica. Con estas técnicas se consigue la preconcentracion de
los analitos y su posterior introduccién rapida en la columna

cromatografica.

Los primeros dispositivos consistian en trampas con forma de U,
fabricadas con metal o vidrio, que se introducian en un bafio de
nitrégeno liquido o argén. Una vez conseguida la condensacién de los
analitos en el interior del tubo, el liquido criogénico era retirado
manualmente del bafio antes de que la trampa fuera calentada, en la
mayoria de los casos eléctricamente, para conseguir la evaporaciéon de
los analitos condensados. Posteriormente, surgen algunos avances para

evitar la eliminacién manual del liquido criogénico. En lugar de un bafio
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se utiliza un tubo de teflén que rodea la trampa en forma de U y un flujo
de agua caliente desplaza al nitrégeno liquido una vez finalizada la

preconcentraciéon de los compuestos.

Mas adelante surgen trampas en las que el enfriamiento se consigue
mediante una corriente de gas y la posterior vaporizaciéon de los analitos
sustituyendo el flujo de gas frio por uno de gas caliente. Con el fin de
evitar la corriente de gas caliente necesaria para conseguir la
vaporizacion, surge la idea de introducir el dispositivo en el interior del
cromatégrafo de gases, de modo que, una vez que el flujo de gas frio
deja de circular, la trampa adquiere rdpidamente la temperatura del

horno del GC.

Esta estrategia se ha llevado a cabo, principalmente, enfriando la
parte inicial de la columna cromatogréafica mediante una corriente de
nitrégeno gas (previamente enfriado en el exterior del cromatégrafo),
que se hace circular a través de un tubo de teflon que rodea la parte
inicial de la columna. También se han utilizado flujos de N liquido o
CO; liquido. La muestra condensa en cabeza de columna vy
posteriormente se aumenta progresivamente la temperatura para que el
disolvente eluya rdpidamente, mientras que los analitos, con mayor

punto de ebullicién, permanecen en una banda estrecha.

Este sistema tiene algunas limitaciones. En primer lugar, el flujo a
través de la region enfriada estd limitado por el flujo en columna. En
segundo lugar, el atrapamiento en cabeza de columna a baja
temperatura no retiene tnicamente los analitos, sino que también se
atrapan impurezas o materiales indeseables, por lo que frecuentemente

hay que cortar secciones de columna para eliminar este material
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interferente. Por ultimo, cuando la preconcentraciéon se produce a
temperaturas bajo cero pueden producirse problemas de bloqueo del

flujo en columnas capilares por congelaciéon de agua [54-56].

Una alternativa es el uso de pre-columnas, que consisten en una
seccién de columna cromatografica desactivada que se conecta a la parte
inicial de la columna en la que se va a realizar la separaciéon de los
compuestos. Estos dispositivos son mas facilmente reemplazables,

aunque requieren una conexién apropiada a la columna cromatografica.

Ademas del bloqueo del flujo en columna por formacién de hielo, la
presencia de agua en GC puede dar lugar a distorsion de la forma de
pico, particularmente de aquellos compuestos con menor tiempo de
retencion que eluyen junto con el agua. Para resolverlo se han
desarrollado diversas técnicas para eliminar el exceso de vapor de agua
antes de introducir la muestra en la columna cromatografica. En la
técnica de HS dinamico se utilizan membranas semipermeables y
condensadores de reflujo. Cuando se utiliza HS estatico, el volumen de
vapor de agua generado es menor y suele eliminarse mediante

adsorcion quimica selectiva sobre una sal inerte higroscépica [53].

El principal problema de las trampas criogénicas utilizadas es que
suelen ser de fabricacion manual y requieren una alta cualificacién para
ser manejadas de forma adecuada. Esto pone de manifiesto la necesidad
de dispositivos comerciales y facilmente automatizables que sean
capaces de solucionar los problemas del acoplamiento HS-GC, para
conseguir niveles de sensibilidad apropiados para el andlisis de trazas

sin comprometer la resolucion de la zona inicial del cromatograma.
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Una posible alternativa es la utilizacion de los dispositivos
comerciales denominados inyectores de temperatura programada
(Programmed temperature vaporizers, PTVs). Tanto la descripcién de estos
inyectores como las peculiaridades de su acoplamiento con la técnica de
espacio de cabeza, se detallaran en el siguiente apartado de la
introducciéon de esta memoria. De manera resumida, estos dispositivos
permiten modalidades de inyeccién en las que la temperatura se puede
programar, reteniéndose en un primer momento los analitos en el
inyector mediante la programacion de una temperatura baja y
produciéndose posteriormente, con la seleccion de una rampa répida de
calentamiento del cuerpo del inyector, el paso de los compuestos a la
columna cromatografica en un tiempo breve. Esta modalidad de
inyeccién, ha sido muy utilizada en los tltimos afios en combinacién con
la técnica de espacio de cabeza y es la metodologia elegida en tres de los
trabajos que se describen en esta memoria. Se ha utilizado tanto para
esquemas instrumentales que contemplan la separacién cromatografica
de los volatiles generados en espacio de cabeza, como para las
propuestas metodoldgicas que no incluyen etapa cromatografica y que
estudian las sefiales de tipo perfil de los volatiles generados con esta

misma técnica.

En cuanto al aumento de la velocidad a la que se realiza la inyeccion
una solucién son los nuevos acoplamientos que existen para esta técnica,
consistentes en jeringas termostatadas. Estas jeringas sustituyen a las
largas lineas de transferencia de niquel que conectaban el horno de
generaciéon de espacio de cabeza y el inyector del cromatégrafo y
permiten la inyeccion rapida del volumen de espacio de cabeza

seleccionado.
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La generacion de espacio de cabeza es ya una técnica de
pretratamiento de muestra muy asentada y son innumerables las
aplicaciones en las que se propone su utilizacién; en muchos casos
combinada con otras técnicas como la microextraccion en fase sélida. Las
primeras propuestas se basaron en el andlisis de contaminantes en
muestras ambientales como los trabajos de Pawlinzyn y colaboradores
en los que se analizan compuestos organicos volétiles [47,48]. También
se ha propuesto el acoplamiento con técnicas de microextraccion en fase
liquida para el estudio de contaminantes organicos como los
trihalometanos en este caso en aguas de consumo [49]. Algunas de las
aplicaciones mds recientes de la técnica de espacio de cabeza en este
mismo campo se centran en el andlisis de contaminantes organicos y
farmacos [57-60] en muestras de agua, de suelo [61] y en sedimentos
marinos [62] donde se ha propuesto el andlisis de restos de gas mostaza
in situ mediante el uso de muestreadores portatiles. También se ha
propuesto el uso de esta técnica para el estudio de la contaminacién por

hidrocarburos en arena de playa [63].

Esta técnica de pretratamiento ha sido utilizada también en el analisis
de muestras alimentarias como zumos [64], miel [65], fruta [66],
productos carnicos como salchichas [67], patatas fritas [68] y aceites. En
este ultimo alimento se han propuesto aplicaciones tanto para su
caracterizacion [69] como para la deteccion de adulteraciones como la de
filbertona en aceites de oliva mediante el estudio de sefales de perfil
obtenidas sin separaciéon cromatografica [70]. Se han descrito también

aplicaciones para el analisis de surfactantes en muestras textiles [71].
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Especial interés se ha prestado recientemente a esta técnica en el
campo del bioanalisis donde se aprovechan algunas de las caracteristicas
de esta técnica que la hace muy ventajosa frente a otras técnicas de
pretratamiento de muestra. Por un lado, la técnica permite el anélisis de
compuestos volatiles eliminando interferentes no volatiles de la matriz,
en matrices tan complejas como las biolégicas (plasma, orina o saliva).
Por otro lado, el tratamiento de muestra es minimo y se reduce, muchas
veces, a la introduccién de la misma en un vial de muestra y su posterior

cierre hermético.

Asi, se han propuesto métodos que utilizan la técnica de espacio de
cabeza acoplada a cromatografia de gases para el analisis de compuestos
como 4cidos haloacéticos [72], trihalometanos [73], compuestos de
organoestannicos [74] y metilestafio [75] en muestras de orina. Los dos

altimos utilizan la estrategia HS-SPME.

Ademas, se han llevado a cabo trabajos que utilizan la técnica de
espacio de cabeza con microextraccién en fase sélida acoplada a técnicas
de separacién cromatogréfica con el objetivo de conocer el contenido en
metabolitos volatiles en la orina de individuos sanos y de enfermos y
estudiar, de esta manera, las diferencias existentes en algunos
compuestos que podrian ser considerados potenciales biomarcadores de
diferentes enfermedades [76-80]. Algunas aplicaciones, ademas,
incluyen el acoplamiento de la técnica HS con sistemas de inyeccion de

la muestra en frio [81].

Dentro del campo del bioanalisis existen otras aplicaciones que
exploran las posibilidades del acoplamiento directo de esta técnica con

un detector de espectrometria de masas para el andlisis no separativo de
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muestras de saliva y la determinacién semi-cuantitativa de
biomarcadores relacionados con el cidncer de pulmén en esta matriz
[82,83]. En uno de ellos [83] se incorpora un inyector de temperatura
programada (PTV) entre el generador de espacio de cabeza (HS) y el

espectrometro de masas cuadrupolar (QMS) para mejorar la sensibilidad.

En esta memoria se propondran tres metodologias que utilizan esta
técnica de tratamiento de muestra para el estudio de biomarcadores de
estrés oxidativo y cancer tanto en muestras de orinas como en muestras

de saliva.
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2. INYECTOR DE TEMPERATURA PROGRAMADA

En este apartado se detallardn los aspectos relacionados con la
inyeccion de la muestra en el sistema de analisis. El inyector utilizado en
todas las metodologias propuestas en esta memoria es un inyector de

temperatura programada (PTV).

El concepto de introducciéon de muestra a temperatura programada
fue descrito por K. Abel en 1964 [84] y en 1979 Vogt y colaboradores
presentaron por primera vez un inyector de temperatura programada

(Programmed Temperature Vaporizer, PTV) [85,86].

A principios de los ochenta, los grupos de Poy [87] y Schomburg [88]
exploraron las posibilidades de la inyeccién en frio y desarrollaron

algunos dispositivos.

A partir de este momento, diversos autores han realizado estudios
metodologicos sobre el uso de la inyeccién con PTV. El elevado ntimero
de publicaciones sobre este tipo de inyeccién pone de manifiesto su
interés y potencial para la introduccion de muestras en cromatografia de
gases (GC), como puede verse en la revision bibliografica realizada por

Engewald y colaboradores ya en 1999 [89].

Un inyector de temperatura programada consta de los mismos
elementos que un inyector tradicional, pero estd equipado con un
sistema de enfriamiento y calentamiento muy eficiente (figura 4) gracias
al cual la temperatura del inyector se puede controlar durante la
inyeccion de la muestra. Esta caracteristica hace que el PTV permita una

gran variedad de modos de inyeccioén [90], incluyendo aquellos que se
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consideran como clésicos:

— Inyeccion en caliente con divisiéon de muestra (hot split).

— Inyeccioén en frio con division de muestra (cold split).

— Inyeccién en caliente sin divisiéon de muestra (hot splitless).
— Inyeccioén en frio sin divisiéon de muestra (cold splitless).

— Inyeccion con purga de disolvente (solvent vent).

Liner

Camisa
calefactora

Columna
cromatogréfica

Figura 4: Inyector de temperatura programada (PTV)

2.1.Modos de inyeccion permitidos por el PTV

Ademas de programar la rampa de temperaturas en el cuerpo del
inyector, concretamente en la cdAmara de vaporizacion o liner, el PTV
permite seleccionar distintos modos de inyeccion. La diferencia entre
estos modos de inyeccioén radica en el tiempo que permanece abierta la
valvula de desecho (también denominada valvula de split) y el flujo de
gas portador que circula a través de ella, factores ambos que determinan

el volumen de muestra inyectado en la columna cromatogréfica.
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2.1.1. Inyeccion split y splitless

En el modo de inyeccién split, la véalvula de desecho esta abierta
durante todo el proceso. Una porciéon de los volatiles que llegan al
inyector pasa a la columna cromatogréafica, mientras que el resto se
elimina a través de la valvula de desecho. La fraccién de muestra que
entra en columna viene fijada por la relaciéon de divisién o relacién de
split y estd determinada por el flujo de gas portador que circula en la
columna y el flujo a través de la valvula de desecho [91]. La relacién de
divisién suele oscilar de 1:10 a 1:6000 y el volumen de muestra inyectado

en columna es < 1pul.

Esta técnica tiene el inconveniente de que el volumen de muestra
inyectado en columna es muy pequefio, por lo que no es apropiada para
el andlisis a nivel de trazas, aunque es muy ftil cuando los analitos
constituyen mas del 0.1% de la muestra. Los volatiles circulan a gran
velocidad en el liner, arrastrados por el flujo de gas portador, por lo que

la inyeccién es rapida y el ancho de banda inicial pequefio.

En el modo de inyeccién splitless, la valvula de desecho esta cerrada
durante el tiempo de transferencia de la muestra al PTV y desde el PTV
al GC, por lo que los analitos pasan a la columna cromatografica sin
division de muestra. Una vez transcurrido este tiempo, denominado
tiempo de splitless, la valvula de desecho se abre y a través de ella circula
un flujo rdpido de gas portador, denominado flujo de limpieza, que

prepara el liner para la préxima inyeccion.

Con este modo de inyeccion se introduce en la columna
cromatografica la mayor parte de la muestra, por lo que se consiguen

mejores limites de deteccion que con el modo de inyeccion split.
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El control programado de la temperatura permite seleccionar la
temperatura del inyector durante el tiempo de inyeccién, por lo que, de
manera general, se puede considerar que la introduccién de la muestra

se puede realizar en frio o en caliente.

La primera etapa es comtn en ambas modalidades de introduccién
de muestra. Sin embargo, la transferencia de la muestra del PTV al GC
sera distinta en funcion de que se trate de una inyeccién en caliente o en
frio. En un proceso de introducciéon de muestra en caliente el inyector se
mantiene a alta temperatura (superior a 200 °C) durante el tiempo de
analisis, por lo que no se produce retencién de los analitos en el liner.
Cuando los analitos son inyectados, lo atraviesan, pasando a la columna

del cromatégrafo de gases segtin el modo de inyeccién seleccionado.

Una de las principales ventajas del PTV respecto a los inyectores
convencionales son los modos de inyeccién en frio. En estos casos, el
inyector se encuentra a baja temperatura en el momento en el que la
muestra es introducida en el dispositivo y, una vez finalizado este
proceso, se calienta progresivamente controlando la evaporacion de
compuestos con distintos puntos de ebullicion. Con esta técnica se
elimina la discriminaciéon debida a las diferencias en los puntos de
ebullicién de los analitos [87-90,92] que tiene lugar en las cdmaras de
vaporizacion (liners) convencionales. Por otro lado, la degradacion
térmica aparece en menor proporcion, ya que los compuestos no reciben
un choque brusco de temperatura y soélo es necesario calentarlos a la
menor temperatura requerida para que sean transferidos a la columna

cromatografica [90,92].
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2.1.2. Inyeccién solvent vent

Otra ventaja del PTV es que permite la inyeccion de grandes
volimenes de muestra (Large Volume Injection, LVI) [85,86] debido a la
eliminacion o purga del disolvente a baja temperatura, antes de
transferir la muestra a la columna cromatogréfica. Con este dispositivo
es posible introducir en el sistema cromatografico volimenes de
muestra superiores a 100 pL. Esto supone una importante ventaja, ya
que se consigue mejorar significativamente la sensibilidad del método
analitico respecto a los inyectores convencionales, en los que se
introducen volimenes de muestra de, como maximo, 1 a 2 pL [55,92].
Este modo de inyeccién se conoce con el nombre de purga de disolvente
o solvent vent y combina la inyeccién en frio con la vaporizaciéon

controlada del disolvente.

En condiciones generales, el PTV se programa de modo que el liner
esté a una temperatura ligeramente inferior al punto de ebullicion del
disolvente cuando la muestra es inyectada. Durante este proceso, la
valvula de desecho esta abierta, de modo que el disolvente se elimina
mientras que los analitos, de mayor punto de ebullicién, permanecen
retenidos en el liner. El tiempo durante el cual la valvula de desecho
permanece abierta se denomina “tiempo de purga”. Una vez que ha
terminado la transferencia de la muestra, la valvula se cierra y el liner se
calienta rapidamente transfiriendo los analitos a la columna
cromatografica en el modo splitless. Al cabo de un tiempo, suficiente
para que todos los analitos hayan sido transferidos a la columna
cromatografica, la valvula de desecho se abre nuevamente y el flujo de

gas portador que circula a través del liner arrastra los posibles restos de
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analitos que pudieran quedar, preparandolo para una nueva inyeccion

(figura 5).
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Figura 5: Esquema del modo de inyeccion solvent vent

De manera general, la finalidad de la purga es la eliminaciéon del
disolvente a baja temperatura, por lo que es necesario que el punto de
ebullicion de los analitos sea mayor que el del disolvente. Cuanto mayor
sea esta diferencia mejor funcionara este modo de inyeccion [93]. Sin
embargo, el modo de inyeccién solvent vent también puede ser aplicado
incluso con analitos de “bajo punto” de ebullicion (inferior al del
disolvente). En este caso, se consiguen buenos resultados tanto de
sensibilidad como de reproducibilidad utilizando liners empaquetados
con adsorbentes apropiados que retengan los analitos durante el proceso

de purga del disolvente [94]. Se han utilizado liners con diferentes
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materiales de relleno. En los primeros estudios realizados por Herraiz
[95] y colaboradores se utilizaron Tenax-TA® y lana de vidrio. Mas
adelante se estudiaron otras alternativas como el politetrafluoroetileno y
la poliimida [96]. Hoy dia existen liners empaquetados comercialmente
disponibles con diferentes tipos de rellenos, tanto de silice (lana de
vidrio o lana de cuarzo) como polimeros organicos, como Tenax-TA®,
polidimetilsiloxano, Carbotrap® B y Carbotrap® C. A pesar de sus
ventajas, hay que tener en cuenta, también que en algunas ocasiones
estos rellenos pueden tener efectos negativos, tales como degradacién de
los compuestos, retencién excesiva o irreversible de los analitos como
consecuencia de su afinidad con el material de relleno, problemas de
contaminacién cruzada (carry over) y limitaciones en cuanto a la
temperatura de trabajo [97]. Como alternativa también existen liners
vacios con diferentes configuraciones: recto convencional, con
configuracion en zig-zag o recto con muesca, utilizdindose
fundamentalmente para el andlisis de compuestos poco volétiles que no

se eliminan al purgar el disolvente.

A partir del modo de inyecciéon solvent vent han surgido nuevas
modificaciones, cuya finalidad es la de posibilitar la inyecciéon de

voltimenes de muestra incluso mayores.

Una posibilidad es la de repetir varias veces la inyeccion de la
muestra, mediante un proceso denominado inyeccién multiple [98]. En
este caso la evaporaciéon del disolvente se produce varias veces
consecutivamente y al final de las inyecciones, el PTV se calienta hasta la
temperatura requerida para que todos los analitos pasen a la columna

cromatografica.
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En cuanto a las aplicaciones de este dispositivo, las ventajas del PTV,
junto a la disponibilidad comercial de este tipo de inyectores, han hecho
que sea altamente atractivo para el andlisis de compuestos a nivel de
trazas. Su uso para la inyecciéon de muestras liquidas se ha aplicado en la
determinacion de especies de interés sanitario, ambiental y alimentario,
tales como cannabinoides en fluidos biolégicos [99], fenoles [100],
compuestos polibromados [101], hidrocarburos aromaéticos policiclicos
(PAHs) [102,103], aldehidos [104], pesticidas [55,93,105] y farmacos
[106], entre otros. Tradicionalmente se ha utilizado para la inyeccién de
muestras liquidas, aplicaciéon en la que, como se ha descrito
previamente, aporta nuevas posibilidades respecto a los inyectores
convencionales. Sin embargo, se han aprovechado las ventajas que
presenta este tipo de inyectores en distintas configuraciones

instrumentales proponiéndose otros acoplamientos.

En un articulo publicado en 1993 por ]J. Efer y colaboradores, se
utilizaba la configuracion HS-PTV para la determinacién de Ethephon
(acido 2-cloroetilfosfonico), un regulador del crecimiento de plantas, en
agua de consumo. El HS utilizado tenia un sistema de inyeccién manual,
de forma que los volétiles se extraian del vial mediante una jeringa y
posteriormente se inyectaban en el liner del PTV [107]. Mas
recientemente, la configuracion HS-PTV-GC automatizada se ha
utilizado para la determinacién de monéxido de carbono en filetes de
atan [108] y benceno, tolueno, etilbenceno y xileno en aceite de oliva
[109]. Nuestro grupo de investigacion ha adquirido una amplia
experiencia en la utilizaciéon de este acoplamiento [29,33,70,94,110-116].
En relaciéon con el acoplamiento HS dindmico con un PTV, se ha

utilizado para la determinacion de compuestos organoestannicos [117] y
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compuestos halogenados volatiles [118] en muestras acuosas.

En el caso de matrices ambientales, como el agua o los suelos y
matrices biolégicas como la orina o la saliva, el principal componente
del espacio de cabeza es el vapor de agua. En estos casos es muy util el
uso de liners empaquetados con Tenax-TA®, un polimero hidrofébico
especialmente disefiado para retener compuestos organicos, mientras el

vapor de agua se elimina por la vélvula de desecho.

Combinando el uso de estos liners rellenos y el modo de inyeccion
solvent vent, se resuelven, ademds del acoplamiento HS-PTV que se ha
comentado, los problemas del acoplamiento HS-GC, ya que aporta las
ventajas de la inyeccién en frio (focalizaciéon de los compuestos en el
inyector y rdpida transferencia de los mismos a la columna
cromatografica) y ademds da lugar a mejores niveles de sensibilidad,
gracias a la eliminacién del disolvente antes de la introduccién de los

analitos en la columna [70,110-112].

Se ha explorado, también, la posibilidad de utilizar este tipo de
dispositivos en narices electrénicas basadas en el acoplamiento de un
generador de espacio de cabeza y un espectrémetro de masas con el fin
de aumentar la sensibilidad de la técnica mediante el modo de inyecciéon

solvent vent [83].

Se han propuesto otras aplicaciones con inyectores PTV, como la
posibilidad de utilizarlos como mecanismo de preparacién de muestra,
mediante la combinacién con técnicas de microextraccién o con procesos
de derivatizacién, simplificando asi esta etapa y consiguiendo el

acoplamiento en linea de GC con los procesos de pretratamiento de la
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muestra [119,120].

En aplicaciones que incluyen una etapa de termodesorcién como la
extraccion mediante barra agitadora (SBSE), resulta util aprovechar,
posteriormente, las ventajas de la focalizacion de los compuestos que

permite el modo de inyeccién solvent vent de un PTV [121-123].
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3. FASES ESTACIONARIAS DE LIQUIDOS IONICOS

La investigacion con liquidos i6nicos es una de las dreas de estudio
de mayor crecimiento en los dltimos afos. El amplio nimero de usos y
aplicaciones que se pueden dar a estos liquidos iénicos ha hecho que se
les haya encontrado utilidad en campos muy diferentes dentro de la

quimica y otras ciencias afines.

El término “liquidos i6nicos” hace referencia a un tipo de sales
organicas que tienen un bajo punto de fusioén. Gracias a esta propiedad
se mantienen liquidas en un amplio intervalo de temperaturas en lugar
de formar cristales. Su composicién quimica consiste en cationes
organicos asociados con aniones que pueden ser inorganicos u
organicos. Los cationes organicos mas habituales en este tipo de
compuestos contienen nitrégeno o fésforo [124]. Algunos de los cationes

mas utilizados se muestran a continuacion (figura 6):
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Figura 6: Cationes mds comiinmente utilizados en la sintesis de liquidos ionicos

Las cadenas alquilicas (R) mas usadas son: metil, etil, propil, butil,
hexil, octil y decil. Los aniones (figura 7) pueden ser inorganicos, como

Cl, BF4 y PFe, pero normalmente consisten en aniones organicos como
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trifluoroetanoato  [CF3COz]-, trifluorometilsulfonato [CF3SOs]- y
bis[(trifluorometil)sulfonil][imida [N(CF3sSO.).]- [125].
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Figura 7: Aniones mds comiinmente utilizados para la sintesis de liquidos idnicos

Estos liquidos i6nicos presentan caracteristicas especiales [125], alta
estabilidad frente a la temperatura (siendo estables hasta los 300 °C),
baja volatilidad, capacidad para conducir la electricidad, amplio rango
de viscosidades y capacidad de solubilizar una gran variedad de
moléculas muy diferentes. Todas estas propiedades, junto con el hecho
de que pueden ser sintetizados de manera que sean inmiscibles tanto en
agua como en disolventes organicos no polares, les confieren numerosas
utilidades en campos muy diferentes dentro de la quimica.
Concretamente, en quimica analitica los liquidos i6nicos pueden
utilizarse como disolventes de extraccion en técnicas de preparacién de
muestra, como aditivos para las fases moviles en cromatografia de
liquidos, como modificadores de la pared de los capilares de
electroforesis y como sensores. En el campo de la cromatografia destaca
su utilizacion como fases estacionarias tanto en columnas de
cromatografia liquida, como en columnas capilares de cromatografia de

gases.
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3.1. Pretratamiento de muestra

En el conjunto de etapas del proceso analitico, la preparaciéon de la
muestra juega un papel determinante en la calidad de los resultados
obtenidos. En esta etapa se incluye la eliminacién de interferencias y la
preconcentracion de los analitos. Los liquidos iénicos han sido utilizados

tanto en extraccion liquido-liquido como en extraccion en fase sélida.

En extraccion liquido-liquido, se ha propuesto la utilizaciéon de
liquidos i6nicos para la extraccién y determinacién de iones metalicos de
disoluciones acuosas [126], pequefias moléculas orgéanicas [127] y
especies de interés biol6gico [128]. También se han utilizado liquidos
i6nicos combinados con técnicas de extracciéon asistida por microondas

(MAE) [129] y asistida por ultrasonidos (UAE) [130].

En extraccion en fase sélida los liquidos idnicos se han utilizado para
modificar los materiales cldsicos de SPE y aumentar la selectividad.
Estos materiales modificados se han utilizado para la extracciéon de
acidos organicos, aminas, aldehidos en aerosoles y productos

farmacéuticos en aguas [131].

También se han propuesto aplicaciones con liquidos iénicos en
algunas de las metodologias de microextraccion desarrolladas para
reducir el volumen de disolventes orgénicos y los largos tiempos de
trabajo requeridos con los procedimientos de extracciéon referidos
anteriormente. Asi, se han utilizado liquidos i6nicos como extractantes
en microextraccion en fase liquida (LPME) [132] , en las modalidades de
microextraccion en fase liquida mediante membrana porosa (HF-LPME)

[133], en microextraccion en una sola gota (SDME) [134] y en
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microextraccion liquido-liquido dispersiva (DLLME) [135]. Los liquidos
i6bnicos también se han wutilizado para mejorar las diferentes
modalidades de microextracciéon en fase sélida (SPME) pudiendo ser
empleados como extractantes, recubriendo la fase sélida [136], o como

disolventes de desorciéon [137].

Se ha propuesto la utilizacién de los liquidos i6nicos también en
nuevos métodos de extraccion en fase sélida, como los que utilizan
nanoparticulas magnéticas, donde los liquidos iénicos son utilizados

como recubrimiento de esas nanoparticulas superficialmente porosas

(core-shell) [138].

3.2.Sistemas de deteccion

Los liquidos i6nicos también han sido utilizados en sistemas de
deteccion con aplicaciones en espectrometria de masas, electroquimica,

espectroscopia y en diferentes tipos de sensores.

En espectrometria de masas, las singulares propiedades de los
liquidos i6nicos (baja volatilidad y amplio rango de solubilidad frente a
diferentes tipos de compuestos) los convierten en compuestos idéneos
para su utilizacién como matrices en la técnica de desorcién/ionizacion
mediante laser asistida por una matriz (MALDI-MS). Las matrices de
liquidos i6nicos presentan mayor homogeneidad que las matrices

s6lidas y son més resistentes al alto vacio de la espectrometria [139].

La ionizacién por electrospray es uno de los métodos mas sensibles
para la deteccion de aniones. Sin embargo, la deteccion en modo
negativo presenta serios problemas debido al bajo peso molecular de

muchos de ellos. La sensibilidad y selectividad de este método se ve
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muy favorecida por la formacién de complejos cargados positivamente.
Estos resultan de la unién entre un anién y un liquido iénico dicatiénico

utilizado como agente de vinculacién [139].

Debido a las propiedades intrinsecas de los liquidos iénicos (su alta
conductividad eléctrica y baja volatilidad), son muchas las aplicaciones
de estos compuestos en el campo de la electroquimica. La conductividad
de los liquidos i6nicos se ve afectada por la estructura tanto de sus
cationes como de sus aniones, por lo que sus valores varfan entre 0.1 y
18 mS cm! [140]. Estos valores son, sin embargo, mucho menores que
los de disoluciones acuosas convencionales, los cuales superan en
muchos casos los 500 mS cm?. Ademas, los liquidos i6nicos presentan
una ventana de potencial electroquimico entre 4 y 5 voltios, limites
similares a los de los electrolitos orgénicos y bastante mayores que los
de electrolitos acuosos [140], y pueden utilizarse para fabricar electrodos
[141]. Entre ellos destacan los disefiados con nanotubos de carbono con
varias paredes (MWCNT) y diferentes liquidos i6nicos [142,143]. Este
tipo de electrodo tiene mayor sensibilidad y estabilidad que otros

electrodos basados en nanotubos de carbono.

Cuando se wutilizan liquidos i6nicos como electrolitos, sus
disoluciones son mds estables a elevados potenciales que las
disoluciones acuosas. En este sentido, algunos liquidos iénicos
tricationicos, aquellos con estructura lineal que presentan una
flexibilidad estructural muy elevada, son especialmente ttiles debido a

sus ventajas como electrohumectantes [144].

En espectroscopia los liquidos i6nicos han sido utilizados

ampliamente como disolventes debido a su capacidad para disolver una
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gran variedad de compuestos. En espectroscopia de infrarrojo (IR) y
Raman los liquidos i6nicos, en especial los quirales, realizan ademés de
esta funcién, la de selectores quirales [145]. En espectroscopia de
fluorescencia, los liquidos iénicos basados en 1-metilimidazolio y
clorometil metil éter parecen afectar a las propiedades del estado
excitado modificando asi las sefiales fluorescentes de compuestos como

el naproxeno y andlogos [146].

Finalmente, los liquidos iénicos se han utilizado en la fabricacién de
diferentes tipos de sensores. En sensores electroquimicos los liquidos
iénicos funcionan como electrolito no volétil en sensores de gases y
permiten eliminar las membranas que generalmente se necesitan en las
configuraciones convencionales para separar la muestra del electrolito y
puede utilizarse incluso en condiciones muy extremas de temperatura
[147]. Ademds, minimiza el agua absorbida de forma que el
funcionamiento del sensor estd menos afectado por la humedad. La
elevada viscosidad, sin embargo, hace que estos sensores tengan

respuestas lentas y reacciones redox irreversibles [148].

En los sensores oOpticos, los liquidos idnicos actdan como
modificadores de la matriz del sensor o como recubrimiento de
dispositivos colorimétricos, facilitando la preconcentraciéon de los

analitos y su transporte a los electrodos [149].

3.3.Técnicas de separacion

La utilizaciéon de liquidos iénicos en técnicas de separacion abarca

tanto la electroforesis capilar como las cromatografias liquida y de gases.

En electroforesis capilar, los liquidos iénicos se han utilizado para
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modificar las propiedades de la pared de los capilares de silice que
habitualmente se utilizan en las separaciones electroforéticas. Se ha
propuesto la utilizacién de liquidos iénicos que se unen por medio de
enlaces covalentes a las paredes de los capilares invirtiendo el flujo
electroosmoético [150]. Esta inversion permite la separacion de
compuestos fuertemente retenidos por los capilares de silice fundida sin
modificar mejorando en algunos casos la reproducibilidad gracias a
estas uniones. Esta metodologia ha sido utilizada para la separacién de
proteinas 4cidas y basicas [151] y de derivados bioactivos de flavonas

[152].

Ademas de su extenso uso como modificadores de la pared de los
capilares, los liquidos iénicos se han utilizado también como aditivos del
tampon de separacion. De este modo permiten la separaciéon de
pequefios aniones orgénicos e inorganicos, ya que su adiciéon reduce
significativamente el flujo electroosmético [153]. En electroforesis capilar
en medios no acuosos los liquidos i6nicos se han usado como
modificadores de la disolucién tampén debido a su buena
conductividad eléctrica sustituyendo a los modificadores orgénicos
convencionales [154]. También se emplean con esta funcién en
electroforesis capilar micelar [150] en la que ademads se pueden usar

como tensoactivos [155].

En cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC) se utilizan,
habitualmente, fases estacionarias con gel de silice como soporte sélido.
Este soporte presenta grupos silanol residuales en su superficie que
afectan a la separacién y, de forma general, se bloquean con la adicién

de aminas. Una alternativa a estos compuestos son los liquidos iénicos
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aceptores de protones [156].

También en cromatografia liquida, los liquidos i6nicos actdan como
modificadores orgéanicos de la fase movil. La selectividad de esta fase se
ve condicionada por las propiedades acido-base de estos liquidos, el
tamafio de los cationes y la naturaleza de los aniones [157]. La adicién de
liquidos i6nicos a la fase mévil mejora tanto la eficacia de la separacion

como la morfologia de los picos cromatograficos [158].

Recientemente se han desarrollado fases estacionarias basadas en
liquidos i6nicos para cromatografia liquida en sus distintas modalidades

[159].

En cromatografia de fase reversa se han utilizado fases estacionarias
modificadas con diferentes liquidos idnicos que, en algunos casos,
permiten mejorar la separacion de enantiémeros [160]. En la modalidad
de cromatografia liquida de interaccion hidrofilica (HILIC) se han

desarrollado nuevas fases estacionarias con estos liquidos [161].

También se han aprovechado las peculiares caracteristicas de estos
liquidos i6nicos que permiten nuevas interacciones y por ello se han
propuesto como modificadores de la fase estacionaria en cromatografia

de modo mixto (MMC) [162].

La investigacion en el uso de sales fundidas como fases estacionarias
en cromatografia de gases (GC) comenzé en los afios 50. Barber y
colaboradores [163] prepararon fases estacionarias utilizando estearatos
fundidos de Mn, Co, Ni, Cu y Zn para separar alcoholes y aminas. Poole
y colaboradores [164,165] prepararon y probaron fases estacionarias de

nitrato de etilamonio y bromuro de etilpiridinio. Estas actdan como
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fases estacionarias polares y sus interacciones dipolares o de enlaces por
puentes de hidrégeno contribuyen significativamente a la retencién. Sin
embargo, estas primeras columnas presentaban todavia algunos
inconvenientes, como una baja eficiencia y una pobre estabilidad

térmica.

Las primeras fases estacionarias de liquidos i6nicos con las que se
obtuvieron buenos resultados fueron las de imidazolio [166].
Concretamente, se utilizaron sales de hexafluorofosfato y cloruro de 1-
butil-3-metilimidazolio ([BMIM][PFs] y [BMIM][Cl]) para recubrir las
paredes de columnas capilares de silice. Las propiedades de estas fases
estacionarias se examinaron por medio de cromatografia en fase inversa
con un gran nimero de moléculas prueba. Estas columnas muestran un
doble comportamiento ya que retienen tanto compuestos polares como

no polares [167].

En 2005, se consiguieron mediante entrecruzamiento (cross-linking)
fases estacionarias de alta estabilidad y selectividad utilizando una
pequeia cantidad de radicales libres como iniciadores [168]. Mas
recientemente se han desarrollado nuevas fases estacionarias de alta

estabilidad que permanecen estables hasta 350 °C [169,170].

Una de las caracteristicas que hace que los liquidos idnicos sean
buenas fases estacionarias es el amplio rango de temperaturas en el que
se mantienen liquidos, permitiendo aumentar el margen de
temperaturas de trabajo. Ademas, estos compuestos son poco volatiles y,
por consiguiente, las columnas con fases estacionarias de liquidos
iénicos tienen un menor sangrado y una vida ttil mas larga. La ausencia

de grupos hidroxilo las hace més estables ante la humedad y el oxigeno.
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La posibilidad de sintetizarlas con distintos grupos catiénicos y
aniénicos, asi como con distintas longitudes de cadena permite dotarlas

de una selectividad “a la carta”.

La separacion que se consigue con estas fases estacionarias depende,
en gran medida, de la naturaleza de los cationes y los aniones de los
liquidos i6nicos. A partir de los estudios realizados se ha llegado a la
conclusiéon de que los liquidos idnicos monocatiénicos no tienen
propiedades cromatograficas tan buenas como los policationicos, siendo

los mas utilizados los dicatiénicos.

En cuanto a la organizacion de los componentes de estas sales
dicatiénicas, los cationes se encuentran unidos por medio de una cadena
carbonada de longitud variable y asociados a estos cationes, los
correspondientes aniones. Un ejemplo de la estructura de uno de estos

liquidos dicatiénicos se observa en la figura 8.

anion anioén
CFs cation cadena carbonada cation EL
"\.\ L — -____.-"""\-\. s - -_____-ﬁ"'\-\.,\_ - O /
#9{- . N'/P® ':"I e i o s N (_l::j\“ - H_.Sn":_:.
N/ & =/ N0
O Y 20
Sy - d_-_'_s.-'
f 07
CFy CF,

Figura 8: Estructura del liquido ionico dicationico utilizado en las columnas de fase
estacionaria SLB™-IL100, bis(trifluorometilsulfonil)imidato de 1,9-di(3-vinil-
imidazolio)nonano

Teniendo en cuenta todo esto, a partir de los trabajos realizados por el
profesor Daniel W. Armstrong de la Universidad de Texas en Arlington,
EE. UU. [171], la casa comercial Supelco (Bellefonte, PA, USA) lanz6 al
mercado las primeras fases estacionarias de liquidos idénicos, que se

encuentran desde entonces comercialmente disponibles y que serdn



46 II. Introduccién

objeto de estudio en el primero de los trabajos que se describen en esta

memoria.

Con algunas de estas columnas comerciales con fases estacionarias de
liquidos i6nicos se ha propuesto la determinacién de nitrosaminas y
metabolitos de la cafeina en aguas de desecho eligiéndose como 6ptima
para la separacion, en el caso de las primeras, la columna SLB™-IL111
basada en el liquido i6énico bis(trifluorometilsulfonil)imidato de 1,5-di(2,3-
dimetilimidazolio)pentano y en el caso de los segundos compuestos, la
columna SLB™-IL59 a base de bis(trifluorometilsulfonil)imidato de 1,12-
di(tripropilfosfonio)dodecano [172]. En esta misma matriz se ha estudiado
la determinacién de benzotiazoles y benzotriazoles con cinco fases
estacionarias de liquidos i6nicos mejorandose su separacioén, que resulta
muy problematica utilizando columnas convencionales, y siendo de
nuevo la columna SLB™-IL59 la que mejores resultados proporciona
[173]. Para el andlisis de policlorobifenilos (PCBs) y pesticidas
organoclorados se propuso la utilizacién de una columna SLB™-IL111
[174]. Esta columna, ademads, fue la que mejores resultados proporcioné
entre cinco columnas estudiadas en otro trabajo en el que se estudiaban
las posibilidades que ofrecia el uso de este tipo de fases estacionarias en
cromatografia multidimensional (GCxGC). Los liquidos iénicos alteran
el orden de elucion de algunos compuestos y resultan adecuados para
su uso en esta modalidad de cromatografia de gases como columna

secundaria [175,176].

Se ha propuesto la utilizacién de estas columnas para el estudio de
contaminantes orgénicos (clorobencenos) en suelos [177]; en este trabajo

se estudiaron cuatro columnas entre las que finalmente se seleccion¢ la
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columna SLB™-IL82 a base de bis(trifluorometilsulfonil)imidato de 1,12-
di(2,3-dimetilimidazolio)dodecano como Optima para la separacion de estos

compuestos.

No obstante, a pesar de la existencia de columnas comercialmente
disponibles con diferentes fases estacionarias de liquidos i6nicos, son
muchos los trabajos que se han realizado en los dltimos afios en los que
se proponen nuevos liquidos iénicos como fases estacionarias de
cromatografia de gases [178,179]. Asi, recientemente se han propuesto
una serie de fases estacionarias basadas en guanidinio [180,181]. Otro
grupo de liquidos i6nicos que ha recibido creciente interés es el de los
basados en aminoacidos (AAILs) ya que se han propuesto como
compuestos mds biodegradables y biocompatibles que los liquidos
iénicos convencionales y se han descrito en aplicaciones como el andlisis
de ésteres metilicos de 4cidos grasos (FAMEs) en grasa lactea mediante
una fase estacionaria con un liquido iénico monocatiénico de imidazolio

derivado de la L-fenilalanina [182].

Muchos trabajos, ademas, se centran en la caracterizacion de estas
nuevas fases y de las interacciones que presentan estudiando la

constante de McReynolds y el modelo de solvatacion de Abraham

[180,182].

Algunas de estas nuevas fases estacionarias, ademds, han sido
propuestas con el objetivo de mejorar algunas de las caracteristicas de
las comercialmente disponibles y asi alargar su vida ttil haciéndolas

mas estables [175,176].
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4. OLFATOMETRIA ELECTRONICA BASADA EN
ESPECTROMETRIA DE MASAS

Los procedimientos utilizados para resolver la mayoria de los
problemas analiticos implican obtener informacién sobre los compuestos
individuales de una mezcla. El tratamiento de la muestra incluye
generalmente etapas de separacion y es, en la mayoria de los casos, la
parte mas costosa de todo el proceso analitico. Ademads, suele ser,
también, la etapa mas larga y una de las mayores fuentes de error. El
procesado de los datos suele ser sencillo y la informacién obtenida se

utiliza para detectar, identificar y cuantificar los analitos.

Sin embargo, en algunas ocasiones no es necesario disponer de
informaciéon individual sobre los compuestos de una muestra y el
problema que se plantea puede resolverse satisfactoriamente con ciertas
seflales de perfil del conjunto de un grupo de compuestos. La
informacion contenida en los datos se extrae mediante la aplicacién de
técnicas quimiométricas. En este caso, la manipulaciéon de la muestra se
reduce considerablemente, con lo que disminuyen los errores asociados
a esta etapa y el tiempo total de andlisis es muy corto al no ser necesarios

procesos cromatograficos.

El desarrollo de metodologias que permiten la reduccién de la etapa
de preparaciéon de muestra es, por tanto, una de las tendencias actuales
en Quimica Analitica. El objetivo es obtener la informacién necesaria
para resolver el problema que se plantea en el menor tiempo posible y

reducir el coste del an4lisis.

Los métodos no separativos pueden utilizarse como criba de
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muestras (presencia/ausencia de una caracteristica). Estos métodos
sirven para descartar muestras negativas y de esta manera reducir el
nimero de muestras que precisan métodos confirmatorios (més lentos,
laboriosos y costosos, generalmente) a las muestras con respuesta

positiva.

Algunas de las técnicas basadas en este tipo de generacion de sefiales
del conjunto de componentes de una muestra son: espectroscopia en el
infrarrojo cercano (NIR) [183,184] e infrarrojo medio (MIR) [185],
espectroscopia ultravioleta-visible [186] y pirdlisis acoplada a
espectrometria de masas [187], entre otros. También puede incluirse en

este grupo de técnicas la que suele denominarse olfatometria electrénica.

4.1. Olfatometria electronica

La olfatometria electrénica es una metodologia de analisis que
responde al esquema de los métodos no separativos en la que se miden
las sefales del conjunto de compuestos volétiles de una muestra. Puede
ser considerada como una aproximacién artificial al sistema olfativo
humano disefiada para proporcionar una herramienta rapida y eficaz en

el estudio de olores.

4.1.1.Equipos basados en sensores de gases
El primer informe sobre un instrumento olfativo fue publicado en
1964 por Hartman y colaboradores [188]. El equipo estaba constituido
por una serie de ocho celdas electroquimicas diferentes que

proporcionaron distintos patrones de respuesta para varias muestras de
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olores.

En 1965, otros dos grupos de investigacion, Buck y colaboradores
[189] y Dravnieks y Trotter [190], publicaron estudios sobre “narices

electréonicas”.

Posteriormente, Persaud y Dodd [191] demostraron la capacidad de
un conjunto de sensores para la diferenciacién de olores sin utilizar
receptores altamente especificos. Sin embargo, fue a mediados de los
afnos 80 en la Universidad de Warwick (Reino Unido) cuando surgié la
primera “nariz” como una herramienta rdpida y prometedora para la

discriminacién de olores [192].

Grate y su equipo del Laboratorio de Investigacion Naval de los
Estados Unidos construyeron un dispositivo capaz de detectar

sustancias quimicas y agentes toxicos [193].

Hoy en dia se acepta la definicién de “nariz electrénica” dada por
Gardner y Barlett en 1994 [194]. Estos la definen como un instrumento
que comprende un conjunto de sensores quimicos electrénicos con cierta
especificidad y un sistema de reconocimiento de pautas adecuado,

capaces de reconocer olores simples y complejos.

La comercializaciéon de este tipo de instrumentos no llegé hasta la
mitad de los afios 90 debido principalmente a la complejidad del

problema y a la necesidad de tecnologias avanzadas.

Entre los diferentes sensores utilizados en estas “narices electronicas”
se encuentran los 6xidos metdlicos, polimeros conductores, sensores de

ondas actsticas y los 6pticos. Las propiedades de todos ellos cambian
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transitoriamente en presencia de ciertos compuestos volatiles. Los
instrumentos comerciales trabajan principalmente con los dos primeros

tipos de sensores [195].

Las etapas del proceso de medida con esta configuracion
instrumental son tres. En primer lugar, la muestra se deposita en un vial
y se calienta a una cierta temperatura durante un periodo de tiempo
hasta que se alcanza el equilibrio. Posteriormente, una fracciéon de los
volétiles generados se inyecta y se introduce en la cidmara de los
sensores. Finalmente, la variacion de la respuesta de los sensores con el

tiempo se trata adecuadamente para convertirla en informacion ttil.

Actualmente, la olfatometria electrénica basada en sensores esti en
pleno desarrollo [196-198]. La investigacion bésica en este campo
involucra areas de conocimiento tan dispares como tecnologia de
sensores electroquimicos, fisica del estado sélido y polimeros, entre
otras. La aparicion y desarrollo de nuevos disefios de sensores ha
proporcionado un mayor nimero de campos de aplicaciéon. Se han
desarrollado varios dispositivos basados en sensores de polimeros
conductores, sensores Opticos, piezoeléctricos, sistemas complejos de
sensores (microarrays) y sensores basados en nuevos nanomateriales para
ser utilizados en la resolucién de diversos problemas en campos tan
diferentes como la alimentacién [199-202], el medioambiente y la
seguridad [203] y la detecciéon de explosivos [204,205]. También en el
campo médico y diagnéstico se han propuesto varias aplicaciones que
utilizan sensores para la discriminacion de individuos sanos y enfermos

[206,207].

De manera similar a las “narices electrénicas” se han desarrollado
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diferentes configuraciones instrumentales para el analisis de muestras
liquidas denominadas “lenguas electrénicas”. La técnica de medida
incluye, generalmente, distintos sensores quimicos potenciométricos vy,
de nuevo, la informacién relevante contenida en la sefial registrada se
extrae mediante la aplicacion de técnicas quimiométricas. Entre otras
aplicaciones se han utilizado para la detecciéon de contaminaciéon en

aguas [208] y el analisis de alimentos [199].

4.1.2.Equipos basados en espectrometria de masas
Como alternativa a las “narices electrénicas” de sensores de gases se
han desarrollado instrumentos basados en la espectrometria de masas.
En algunas configuraciones se utiliza una membrana como interfase
entre la muestra que se quiere analizar y el espectrometro de masas y en
otras se acopla directamente un analizador de masas a un sistema de

inyeccion de liquidos o bien a un generador de espacio de cabeza.

Las etapas del proceso de medida con esta configuracion
instrumental son idénticas a las ya descritas anteriormente. La respuesta
que se obtiene suele estar constituida por un elevado ntimero de picos
que corresponden a los fragmentos idnicos generados y que se
caracterizan por su relacion masa/carga (m/z). La mezcla de
compuestos da lugar a un espectro de masas complejo, con senales
formadas por las contribuciones de varios compuestos. De modo
analogo a como se trabaja con un conjunto de sensores, las sefales

obtenidas se tratan mediante técnicas quimiométricas.

La utilizacion de wuna membrana como interfase en estos
instrumentos es una técnica que permite la introducciéon directa y

selectiva de componentes especificos de un gas o un liquido en un
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espectrometro [209]. La técnica se denomina introducciéon a través de

membrana en espectrometria de masas (MIMS).

El analito se introduce en la fuente de ionizaciéon del analizador de
masas a través de una membrana semipermeable en un proceso
conocido con el nombre de pervaporacion [210]. Este incluye tres etapas:
adsorcion de los analitos sobre la membrana, difusién y desorcion. La
exclusion que realiza la membrana sobre posibles compuestos idnicos,
solidos en suspension o compuestos con alto peso molecular elimina la

necesidad de una etapa de preparacion de la muestra.

La informacion cuando se utiliza cromatografia es, por supuesto, mas
completa [211] pero con la técnica MIMS es posible diferenciar grupos
de compuestos en un tiempo menor de andlisis. Aprovechando esta
ventaja, se ha propuesto el método MIMS para el andlisis rdpido de
compuestos orgéanicos volétiles en aire y agua y de ingredientes activos

en farmacos [212].

Mendes y colaboradores [213] utilizaron una aproximacién similar
basada en la utilizacion de una membrana como interfase para la
introduccién directa de los compuestos volatiles generados en el espacio
de cabeza en un espectrémetro de masas. La técnica, denominada HS-
MIMS, se utilizé para el andlisis de trazas de compuestos organicos

volatiles en suelos.

Marsili [214] utiliz6 un equipo de cromatografia de gases con
deteccion mediante espectrometria de masas en el que sustituy6 el
cromatégrafo de gases por una columna de silice fundida desactivada,

que sirvi6 como linea de transferencia para introducir en el
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espectrometro los compuestos volatiles generados. Esta configuracion
instrumental se aplicé al estudio de muestras de leche desnatada sin
tratar y sometidas a diferentes condiciones de luz, calor y contaminacioén
microbiana. La nueva técnica es rdpida y proporciona ventajas

significativas con respecto a las “narices” de sensores.

Las configuraciones instrumentales mds habituales utilizadas
actualmente en olfatometria electrénica basada en espectrometria de
masas consisten en el acoplamiento directo de un generador de espacio
de cabeza (HS) a un espectrémetro de masas (MS) o, como se ha
comentado anteriormente, el uso de un equipo convencional de
generacién de espacio de cabeza-cromatografia de gases-espectrometria
de masas en el que o bien la columna cromatografica se reemplaza por
un capilar corto desactivado o la temperatura del horno del
cromatografo se mantiene durante todo el tiempo de andlisis lo
suficientemente alta como para evitar la retencién de los compuestos
volatiles inyectados. Esta altima posibilidad permite, ademads, no tener

que cambiar la interfase cuando se realicen andlisis cromatograficos.

Cuando la metodologia de generacién de espacio de cabeza acoplada
a espectrometria de masas (HS-MS) se compara con la cromatografia de
gases con el mismo sistema de deteccion, la primera proporciona una
respuesta muy rapida, pero contiene menos informacién, como es
habitual siempre que se utilizan métodos no separativos. Cuando se
utilizan los métodos cromatogréficos convencionales, el tiempo de
andlisis de una muestra estd determinado por el tratamiento que ésta

requiere y por el propio del andlisis cromatografico.

El sistema de deteccién de la configuracién generador de espacio de
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cabeza-espectrometro de masas (HS-MS) es mas estable que los
utilizados en “narices electronicas” de sensores de gases y permite
realizar medidas en presencia de especies que saturan y, por tanto,
inutilizarfan los sistemas de sensores de gases. Estos nuevos sistemas,
por ejemplo, no se ven afectados por el agua ni por el alcohol. Por otro
lado, el analizador de masas puede considerarse como un “sistema
abierto de sensores” en el que es posible seleccionar el conjunto de

relaciones m/z (“sensores”) adecuado para cada aplicacion.

Nuestro grupo de investigacion ha comprobado las posibilidades de
utilizaciéon del acoplamiento directo de un generador de espacio de
cabeza a un espectrometro de masas en diversos problemas analiticos.
La técnica se aplico con éxito a la deteccion de distintas adulteraciones
en aceites de oliva [215] asi como en la diferenciacion de aceites

procedentes de distintos tipos de aceituna [216].

En el campo medioambiental se ha utilizado para la deteccién de
contaminacién por hidrocarburos derivados del petréleo en suelos

[217,218] y arenas de playa [63].

En la industria farmacéutica se aplicé esta técnica para la

determinacién de disolventes residuales en farmacos [219].

En el campo de la biomedicina se ha puesto a punto recientemente un

método para la determinacién de biomarcadores volétiles en saliva [82].

Otros grupos de investigacion han utilizado configuraciones
instrumentales similares fundamentalmente en el campo de la
alimentacién [220-220]. También la industria del automoévil ha utilizado

esta configuracién para el estudio del olor de los revestimientos de los
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automoviles [223] que pueden ser desagradables para el conductor.

Sin embargo, este tipo de narices electrénicas ha sido poco utilizado
[83] en el campo biomédico a pesar de las grandes ventajas que aporta:
mayor numero de sensores en cada andlisis, no se produce

envenenamiento del sensor y una mayor estabilidad de la sefial.

Con el objetivo de aumentar la sensibilidad de estos instrumentos, se
han propuesto acoplamientos que permiten la preconcentracion
mediante etapas adicionales como la microextraccion en fase sélida [224]
y la purga y trampa [225]. Mas recientemente se ha propuesto también la
incorporaciéon de un inyector de temperatura programada (PTV) con el
mismo objetivo [83]. Esta nueva configuracion en el andlisis no

separativo permite alcanzar limites de deteccién del orden de los pocos

pg L1,
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5. TECNICAS QUIMIOMETRICAS

La Quimiometria puede definirse como una disciplina quimica que
utiliza métodos matematicos y estadisticos con dos objetivos principales:
disefiar procedimientos de medida o experimentos y extraer la méxima

informacion ttil a partir del analisis de datos [226].

Dentro de la Quimiometria pueden citarse los métodos de disefio
experimental y exploracion de datos, los métodos de reconocimiento de
pautas, calibraciéon simple y multivariante, asi como los sistemas

expertos e inteligencia artificial, entre otros.

El disefio experimental propone una alternativa en la planificacion de
experimentos frente a la técnica clasica de estudiar cada variable por
separado. El método tradicional puede no ser adecuado en muchas
ocasiones porque asume que el valor de una variable que influye en la
respuesta es independiente del valor de las otras y no tiene en cuenta la
posibilidad de interaccion entre ellas. El disefio experimental, por el
contrario, permite estudiar el efecto de las variables en la respuesta y
detectar posibles interacciones entre ellas. Ademads, se utiliza para
modelar la relacion entre las variables y la respuesta con el menor

nimero de experimentos posible [226].

Entre las aplicaciones fundamentales [227-229] de esta técnica se
encuentra, por una parte, su utilizacién como técnica para la seleccion de
variables [230] y, posteriormente, optimizaciéon de las mismas [231] vy,
por otra, para la calibraciéon en situaciones complejas como es la

determinacion de compuestos de una mezcla [232].
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Los métodos de reconocimiento de pautas tienen la finalidad de
clasificar o agrupar muestras segun las caracteristicas de las mismas
[233]. Pueden distinguirse dos tipos de técnicas de reconocimiento de

pautas: supervisadas y no supervisadas.

Las técnicas no supervisadas tienen como objetivo determinar
relaciones entre muestras sin utilizar ninguna informacién previa con
respecto a la pertenencia de dichas muestras a determinadas clases.
Permiten conocer la existencia de estructuras en los datos y tener una
idea de la utilidad de la informacién contenida en los mismos. Entre
estos métodos se encuentran el analisis de agrupamientos, una de cuyas
modalidades es el agrupamiento jerarquico (HCA) en el que las
muestras se asocian en funcién de unos indices de similitud, y el analisis
de componentes principales (PCA), en el que se reduce la dimensién de
un conjunto de datos mediante el célculo de combinaciones lineales de

las variables originales.

Las técnicas de reconocimiento de pautas supervisadas tienen como
fin desarrollar reglas de clasificacion para muestras (objetos)
desconocidas a partir de un grupo de muestras conocidas que estan
caracterizadas por los valores de las variables medidas. El éxito de la
predicciéon depende de que las reglas de clasificacion y de que los limites
marcados por ellas sean adecuados. La estrategia consta de tres etapas

[227]:

e En la primera etapa se genera un modelo matematico que
relaciona los valores de las variables medidas del conjunto de
muestras con el grupo al que pertenecen. Estos objetos (muestras)

reciben el nombre de conjunto de entrenamiento (training set).
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e En la segunda etapa se determina la capacidad predictiva del
modelo generado. Un pardmetro representativo puede ser el
porcentaje de objetos correctamente clasificados. Esto puede
realizarse siguiendo distintos criterios. Dos de los mas habituales

son:
- Validacion cruzada (cross validation).

La validacién cruzada es una forma de validacién interna del
modelo. Una muestra o un conjunto pequefio de ellas se
excluye del conjunto de entrenamiento y se construye un
nuevo modelo sin las muestras excluidas. Con este nuevo
modelo se comprueba la capacidad de predicciéon del modelo
sobre esas muestras excluidas. El procedimiento se repite
hasta que todas las muestras han quedado fuera del modelo

al menos una vez.
- Validacion externa (fest set).

En este caso, para comprobar la calidad del modelo se realiza
la prediccién de un grupo independiente de muestras que no
ha sido utilizado en ninguna etapa de la construccion del
modelo. Se asume que estas muestras son desconocidas y se
comparan los valores obtenidos tras aplicar el modelo con los

valores reales conocidos.

e En la tercera etapa el modelo generado se aplica a muestras

desconocidas.
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Algunas de las técnicas mas importantes de reconocimiento de pautas
no supervisadas son el andlisis discriminante (DA), el modelado
independiente de clases (SIMCA), el modelo de las muestras apoyadas
en la frontera o support vector machines (SVM), el método de los k vecinos

mas proximos (KNN) y las redes neuronales artificiales (ANN).

La Quimiometria también engloba los métodos de calibracion. La
calibraciéon univariante tiene como objetivo obtener modelos que
permitan predecir una variable respuesta a partir de otra variable
correlacionada con la primera. Este método de calibraciéon en el que solo
se maneja una variable independiente, recibe el nombre de regresion
lineal simple. La regresion lineal multiple (MLR), es una extension del
modelo anterior en la que se utiliza mas de una variable predictora o
respuesta instrumental. Esta técnica permite extender el uso de la
anterior a casos en los que en las muestras exista mas de un compuesto
cuya respuesta no se pueda medir individualmente, sin embargo, solo
proporciona buenos resultados cuando se incluyen en el modelo todos
los compuestos que contribuyen a la sefial medida. Para solucionar este
altimo supuesto, se utilizan técnicas de regresién multivariante que no
requieren un modelo exacto para todos los compuestos presentes en las
muestras y que se basan en concentrar toda la informacién de las
variables medidas en un ntimero menor de ellas sin pérdida de
informacion relevante. Dentro de este tipo de calibracién se encuentran
la regresiéon por componentes principales (PCR) y la regresién por

minimos cuadrados parciales (PLS).
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En esta memoria se han utilizado las siguientes técnicas
quimiométricas:

¢ PCA, KNN, SIMCA, DA y SVM

e PLS

* Disefno experimental

A continuacién, se describen brevemente los fundamentos de las

diferentes técnicas utilizadas.

5.1.Técnicas de reconocimiento de pautas

5.1.1.Anélisis de componentes principales

El andlisis de componentes principales (PCA) es una técnica de
reconocimiento de pautas no supervisadas. Es una potente herramienta
de visualizacién y, por ello, es muy utilizada para el anélisis
exploratorio de datos. El método trata de reducir la dimensién del
conjunto de datos construyendo unas nuevas variables, ortogonales
entre si, que reciben el nombre de componentes principales (PCs) y que

son combinaciones lineales de las variables primitivas.

En este andlisis la matriz de datos X formada por I objetos o muestras
y | variables (dimensién I x ]) se descompone en el producto de las
matrices T y P que contienen la informacion relacionada con las

muestras y con las variables respectivamente.
X=T-P+E (1)

En la expresion (1) la matriz T contiene las puntuaciones (scores),
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valores de cada muestra en las nuevas variables, de I objetos en A
componentes principales. La matriz P contiene los pesos (loadings),
coeficientes en las variables originales para generar las nuevas, de |
variables sobre A componentes principales. E es una matriz residual. Las
matrices de puntuaciones y pesos consisten en una serie de vectores
columna y fila respectivamente segin muestra la figura 9. Ambas
matrices estan formadas por tantos vectores como PCs puedan
calcularse. Estos vectores se representan como t, y p, donde a es el
componente considerado y reciben el nombre de vectores principales. Si
la matriz de datos originales es de dimensiones I x ], el nimero méaximo
de PCs que pueden ser calculados es el valor de la dimensiéon mas

pequenia.

A
! Datos X |::> /

Puntuaciones T

Pesos P

Figura 9: Anlisis de componentes principales (PCA)

El objetivo de la técnica es que el nimero de componentes principales
elegido explique la parte determinante de la matriz de datos de modo
que los residuales sean lo mas pequenos posibles [234]. En el caso de
estudiar una mezcla de compuestos [227], el nimero de PCs deberia ser
idéntico al nimero de compuestos existentes. Sin embargo, esto no es
generalmente tan simple y debemos tener en cuenta otros factores como
por ejemplo el ruido que pueden presentar los datos. Los primeros

componentes son sin duda los més importantes. El primero explica el
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mayor porcentaje de varianza de los datos, el segundo el mayor de la
restante y asi sucesivamente. Mediante el proceso de seleccion del
nimero de PCs se retiene la informacién significativa de las matrices y

se separa del ruido.

La importancia de cada componente puede medirse mediante la

suma de los cuadrados de las puntuaciones segtn la expresion:
I 2
g. =2t @
i-1

donde g, es el valor propio (eigenvalue) del componente principal a.
Ademas, la suma de todos los valores de g, es la suma de los cuadrados

de los valores de la matriz de datos X:

Zg =ZZX, 3)

donde K corresponde al valor mas pequefio de I o J. Frecuentemente,
estos valores se presentan como porcentajes calculados a partir de la
expresion (4).

V,=100-— s (g

1 J

22 %

i=1 j=1

donde V, es el porcentaje de informacién modelada por el componente

a.

El porcentaje acumulado es utilizado a menudo para determinar la

proporcién de informacién que ha sido modelada.
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Tras aplicar esta técnica, los datos originales quedan
mateméticamente modelados por medio de unos pocos componentes
principales. Usando un nimero A de componentes es posible establecer

un modelo para cada elemento de X de la forma:
Xj = Ztia Py t € =X +€ ©)
que es la expresiéon no matricial de la ecuaciéon (1).

Una forma mads clara de visualizar un analisis de componentes
principales es buscar una interpretaciéon grafico-geométrica [234]. Asi,
un objeto queda definido por un punto en el hiperespacio constituido
por ] variables. Con las nuevas variables los objetos se sittan en el nuevo
espacio de forma similar a como lo estaban en el original. Esto produce
un giro en el hiperespacio definido por las | variables de forma que la
primera variable nueva (primer eje calculado) contenga la maxima
informacién, la segunda (ortogonal a la primera) el maximo de la
restante y asi sucesivamente. La matriz de puntuaciones esta constituida
por las proyecciones de cada uno de los objetos del conjunto de datos en
los nuevos ejes o componentes principales. La representacion de las
puntuaciones de los objetos sobre los componentes principales permite

reconocer agrupamientos de las muestras. Esto se ilustra en la figura 10.
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X3

PC1

*—eo
Figura 10: Representacion de las puntuaciones de dos clases de objetos en los dos

primeros componentes principales

5.1.2.K-vecinos mas proximos

El algoritmo de los k-vecinos madas proximos, K-Nearest Neighbors,
(KNN) es una técnica de reconocimiento de pautas supervisadas basada
en el criterio de similitud. Esta técnica intenta categorizar una muestra
desconocida basdndose en su proximidad a muestras previamente
situadas en categorias establecidas [235]. Concretamente, la clase
predicha para una muestra desconocida depende de la clase a la que
pertenezcan sus k vecinos (muestras) mas proximos. De manera analoga
a una votacién, cada uno de los vecinos mas préximos dentro de las
muestras del conjunto de entrenamiento vota una vez por la clase a la
que pertenece y esos votos se suman. Una parte importante del proceso
es determinar un valor apropiado de k, el nimero de muestras, vecinos
mas proximos que se seleccionardn para contabilizar la clase a la que

pertenecen.
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La idea de proximidad implica el concepto de distancia. La distancia
multivariante utilizada en KNN es similar a la distancia que separa dos
puntos en un plano, pero con N coordenadas en el calculo y se calcula
mediante la expresion (6) que define la distancia Euclidea entre dos

muestras k y I:

donde ] representa el nimero total de variables medidas y xi y x; son
los valores de la variable j para las muestras k y I respectivamente. Esta
medida es, en cierta forma, contraria al coeficiente de correlacion y
estrictamente es una medida de “no similitud”. No hay restricciones

para su valor si bien es siempre positivo.

En la fase de construccion del modelo KNN, por lo tanto, la distancia
Euclidea que separa a cada par de muestras dentro del grupo de
entrenamiento se almacena en una tabla de distancias. Si dos (o mas)
clases obtienen el mismo ntmero de votos, el empate se rompe
basandose en las distancias acumuladas, es decir, se suman las
distancias en lugar de los votos. La muestra, entonces, sera asignada a la

clase con la menor distancia acumulada.

5.1.3.Modelado independiente de clases

Uno de las técnicas de reconocimiento de pautas supervisadas mas

utilizadas es el modelado independiente de clases (SIMCA) [226,233].

Mientras que en otros métodos de clasificacién cada muestra se
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asigna solamente a una clase y ninguna queda fuera de alguna de ellas,
éste permite que el resultado de la clasificacion para una muestra sea
que no pertenece a ninguna de las clases o que pertenece a mas de una

(con la misma o diferente probabilidad).

El método se basa en construir un modelo independiente para cada
una de las clases mediante PCA. El nimero de componentes principales
utilizados para cada clase puede prefijarse si se dispone de informacion
previa o mantener un ntmero de ellos que explique un determinado
porcentaje de la varianza de los datos. En la figura 11 se presentan dos
clases de objetos, A y B. Al aplicar PCA a la clase A (puntos verdes) se
obtiene un modelo de dos componentes (un plano), mientras que la clase
B (puntos rojos) se ajusta a un modelo de una tnica variable (una recta).

Las regiones de confianza aparecen alrededor de cada clase.

La asignaciéon de los nuevos objetos se hace comprobando si estdn
localizados en la regién de confianza de algtin modelo. Asi el objeto k de
la figura 11 se puede asignar a la clase B mientras que & no pertenece a
ninguna clase, es un “outlier”.

Clase B

AVA

O>

Clase A X3

Xy
Figura 11: Modelos de dos clases de objetos A y B en el espacio de sus componentes

principales, regiones de confianza y prediccion de dos muestras
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Para cada clase y su modelo correspondiente se define la sensibilidad
como el porcentaje de muestras que perteneciendo a esa clase son
reconocidas correctamente por el modelo matemético. Andlogamente se
define la especificidad como el porcentaje de muestras que

perteneciendo a otra clase son reconocidas como ajenas al modelo.

Los diagramas de Coomans permiten visualizar estos indices ya que
son representaciones bidimensionales de las distancias de las muestras a
los modelos. La figura 12 es un esquema de estos diagramas. En el eje de
abscisas se representa la distancia a la clase A y en el de ordenadas a la
clase B. La recta horizontal discontinua delimita el recinto de la clase B
mientras que la linea vertical discontinua delimita el recinto de la clase
A. El cuadrado inferior izquierdo (1) es el recinto comtin a ambas clases
y cuantas menos muestras tengan sus coordenadas en él, mayor sera la
especificidad de los modelos. El cuadrado superior derecho (2)
representa el espacio que queda fuera de ambos modelos. Las muestras

con coordenadas en él son muestras extrafias a los modelos generados.

Distancia a la clase B

Clase A

ClaseB e °

Distancia a la clase A

Figura 12: Diagrama de Coomans



II. Introducciéon 69

Cuando SIMCA se utiliza tnicamente como técnica para la
clasificaciéon en dos grupos, todas las muestras que se encuentren por
encima de la diagonal serdn asignadas a la clase A y las muestras por

debajo a la clase B.

5.1.4.Analisis discriminante

El analisis discriminante es una técnica de reconocimiento de pautas
supervisadas. Esta técnica, construye una hipersuperficie que divide el
espacio de n dimensiones en tantos subespacios como clases, de modo
que cada categoria queda asociada a uno de esos espacios. El objetivo
del anélisis discriminante es la reduccion de la dimensionalidad
preservando el méaximo posible de informacién discriminatoria. El
criterio utilizado para calcular las funciones discriminantes que definen
estos espacios es maximizar la relacién entre la varianza entre clases y la

varianza dentro de cada clase.

A continuacién, se describen las caracteristicas de esta técnica
mediante un ejemplo con muestras pertenecientes a dos clases
diferentes. En la figura 13a los objetos representados en rojo podrian
considerarse distintos de los representados en verde; sin embargo,
ninguna de las variables (x1, x2) por separado es capaz de discriminar
los objetos. Ambas son esenciales. En la figura 13 es posible dibujar una
linea (linea discriminante) entre ambos grupos. Los objetos por encima
de la linea pertenecen a la clase A y los que estan por debajo a la clase B.
Graficamente esto se puede representar mediante las proyecciones de

los objetos sobre la linea perpendicular a la discriminante tal y como se
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muestra en las figuras 13b y 13c. Ahora es facil calcular el centro de cada
clase y la distancia de una muestra desconocida a ambos centroides. La

muestra desconocida se asignara al grupo mas cercano.

a b c
Clase A . L.|n97a
X1 ° X1 discriminante
® o
i b centro
[ J [ ]
o0
° ) )
® o
®
/’ 1
=<=>centro
ClaseB
1
X2 X2

Figura 13: (a) Dos clases de objetos definidos por las variables x1 y x». (b) Linea
discriminante que separa las clases de objetos. (c) Proyecciones de las muestras en la

recta perpendicular a la linea discriminante y cilculo de centroides.

Los resultados obtenidos con este analisis deben ser cuidadosamente
estudiados ya que aquellas muestras con caracteristicas de ambas clases
siempre seran asignadas, exclusivamente, a una de ellas e incluso las
muestras que no pertenecen a ninguna clase siempre seran asignadas a

una de ellas [236].

En muchas ocasiones se utiliza la distancia de Mahalanobis (8) para
medir distancias entre grupos de muestras. Asi, la distancia de una

muestra k al centroide de una clase (A) viene definida por la expresion

(8):

donde x; es el vector fila de la muestra k que recoge el valor de todas las

variables y X, el que corresponde al centroide de esta clase. C4 es la
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matriz varianza-covarianza para este grupo. Es una matriz simétrica
cuyos elementos representan las covarianzas entre pares de variables.
Los elementos de la diagonal corresponden a la varianza de cada

variable. La matriz es de dimensiones | x J.

Las figuras 14a y 14b ilustran las principales caracteristicas de la
distancia de Mahalanobis [226]. La distancia Euclidea entre el centro del
grupo (punto C) y los objetos k y h de la figura 14a es idéntica, pero k
forma parte del grupo mientras que h no. Seria deseable que la distancia
de C a h fuera mayor que la distancia entre C y k. La distancia de
Mahalanobis indica que el punto k estd mas “cerca” que h de C porque
estd situado en la direccion del eje mayor de la elipse mientras que & no.
Los objetos situados dentro de la elipse tienen valores de x: y x2 que
estdn fuertemente correlacionados. Este no es el caso de h. De manera
similar en la figura 14b, los grupos G: y G2 estdn “maés cerca” entre ellos
que Gs3 y G4 segun la distancia de Mahalanobis aunque presenten la
misma distancia Euclidea. Todos los grupos tienen la misma forma y el

mismo volumen, pero G; y G: se solapan mientras que G3 y G4 no.

e

Xz W

Figura 14: Distancia de Mahalanobis
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El anélisis discriminante no es facilmente aplicable cuando el ntimero
de variables excede al de muestras analizadas debido a que la matriz C
no tiene inversa. Una posible solucién requeriria seleccionar un ntmero
mas pequefio de variables. Su utilizacion, en esos casos, requiere trabajar

con componentes principales en lugar de con las variables originales.

En andlisis discriminante lineal pueden considerarse dos etapas:
construcciéon de las funciones discriminantes y determinaciéon de las
reglas de clasificacion. Esta técnica establece unas funciones
discriminantes que forman un espacio reducido con respecto a las
variables originales. La dimensién de este espacio es, generalmente, una
menos que el nimero de clases que posea el grupo de entrenamiento.
Para la construccion de las funciones se considera el caso donde existan
dos clases de objetos A y B caracterizados por una serie de variables. El
objetivo es ponderar y combinar linealmente las variables de manera
que los conjuntos de muestras se diferencien todo lo posible reduciendo
a la vez el ntmero de dimensiones con una pérdida minima de
informacion [234]. Es posible calcular distintas funciones discriminantes
lineales para separar dos clases de objetos, aunque, en este caso sencillo,

es suficiente una tnica funcién del tipo:
J
D=>wy, (9
[

donde D es la funcién discriminante, w; es el coeficiente, y; es la variable

y J es el nimero de variables.

La obtencion de los coeficientes resulta fundamental ya que no todos

los ejes proporcionan una diferencia adecuada entre clases. Esto se
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consigue seleccionando de entre todas las posibles funciones aquellas
que producen las mayores distancias de Mahalanobis entre grupos

diferentes.

Si el nimero de clases es superior a dos se necesita un mayor namero
de funciones discriminantes. Estas deben de ser ortogonales entre si, de

forma que no compartan informacion.

Una vez determinadas las funciones, se necesita desarrollar una regla
matemética de clasificaciéon que divida el espacio en tantas regiones
como clases. Una posible regla, mencionada anteriormente, puede ser
considerar la distancia de una muestra a los centros de las clases de
forma que la muestra desconocida se asigna a la clase cuyo centroide

esté mas cercano.

La hipétesis fundamental que sostiene esta aproximacién para la
clasificacion de muestras por una recta, un plano o un hiperplano
(analisis discriminante lineal) es que las variables tienen wuna
distribucién normal. Por lo tanto, el analisis discriminante lineal podra
utilizarse si se puede asumir que las matrices de covarianza de clase son
iguales (o similares) para todas las clases (es decir, que proceden de la
misma poblacién) y se calcula una tinica matriz de covarianza comun a

todas ellas.

Si las matrices de covarianza son distintas, se utilizan todas las
matrices de covarianza de las clases. En este otro caso, las
hipersuperficies que separan las clases son cuadraticas y se hablara de

andlisis discriminante cuadratico (QDA).
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5.1.5.Modelo de las muestras apoyadas en la frontera

La clasificacion de muestras en distintos grupos o clases a partir de
sus caracteristicas es un proceso que generalmente requiere establecer
modelos adecuados constituidos por un nimero elevado de muestras.
Este procedimiento requiere tiempo, especialmente cuando se dispone
de una gran variedad de ellas o cuando su proceso de andlisis es largo.
En estos casos, una estrategia que permita la construccion de un modelo
fiable formado por un nimero reducido de muestras es una posibilidad

interesante.

El modelo de las muestras apoyadas en la frontera “Support Vector
Machines” (SVM) es una técnica de reconocimiento de pautas
supervisadas capaz de generar limites o fronteras lineales, cuadraticas o
de otra clase entre los grupos de muestras, dependiendo en cada caso de

la naturaleza de la distribucién de los datos.

La estrategia de esta técnica reside en confiar exclusivamente en un
pequefio nimero de muestras distribuidas en las proximidades de la
frontera que separa las clases. Estas reciben el nombre de vectores
soportados “support vectors” (SVs) o muestras localizadas (“apoyadas”)

en la frontera y constituyen el grupo de entrenamiento.

La figura 15 ilustra una posible situacién donde se separan dos
grupos de muestras. El modelo de clasificacién solo utiliza las marcadas
con un circulo que corresponden a aquellas situadas en las
proximidades de la frontera que separa las clases. El resto de muestras
de entrenamiento no intervienen en el modelo. Se define el margen

como la distancia entre el plano de separacién y la muestra mas
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proxima. La figura 15 indica que las muestras seleccionadas son un
grupo muy reducido del conjunto de entrenamiento, lo cual puede ser
muy interesante a la hora de formar o repetir nuevos modelos con el
tiempo.

Plano 6ptimo de Muestrasde la
separacién Frontera (SVs)
1

Clase A ! J ClaseB

Margen

Figura 15: Conjunto de muestras seleccionadas para generar el modelo y margen del
plano de separacion

En la figura 16 se han representado algunos de los posibles planos
que separan las muestras del ejemplo anterior correctamente. Es posible
seleccionar diferentes posibilidades y obtener, inicialmente, resultados
similares. Sin embargo, la técnica determina la frontera entre clases
calculando el plano de separacién 6ptimo entre los grupos, en el espacio
de las variables originales, que hace maximo el margen a la vez que hace
minimo el error de clasificaciéon. Este plano se ha representado en la

figura 16 mediante la linea continua.
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Plano éptimo

Clase A
ClaseB

\

. Plano2

AY
\

Figura 16: Plano éptimo de separacion entre las clases A y B
Hacer maximo el margen entre dos clases es un problema de
optimizacién que se resuelve maximizando la siguiente funcion [237]
respecto a los coeficientes ¢ :

1 .
LD:Zai_Ezaiajyiijin (10)
i

donde x; y x; son los vectores de datos de dos muestras e y; e y; sus
respectivas clases codificadas con los valores +1 6 -1. Los

coeficientes & determinan directamente la posicion de la frontera.

Solo las muestras localizadas (“apoyadas”) en la frontera tienen
valores distintos de cero para el coeficiente « . Para el resto de muestras,
esto es, la mayoria del grupo de entrenamiento, tiene un valor de cero y
no influyen en la solucién final. Cuanto mayor es su valor para una
muestra, mayor es la influencia de ésta para determinar la frontera entre
clases. Esto permite estimar la contribucién de cada muestra en el

modelo.
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Los coeficientes & tienen las siguientes restricciones:
Zai yi=0 (11)
i

0<a<C (12

La dltima restriccion asegura evitar el problema del ajuste excesivo
de los datos al imponer un limite superior, C, al coeficientecr . Este
pardmetro debe ser seleccionado por el usuario y su valor es
inversamente proporcional a la anchura de los mérgenes de la frontera.
Si no se incluye este valor limitante se obtendrd un plano de separacion
con un margen muy estrecho que indica, generalmente, una reducida

capacidad predictiva del modelo.

Es importante que el valor de C sea el adecuado ya que un valor
demasiado pequefio produce mdargenes muy anchos que incluyen un
elevado ntiimero de SVs en el modelo y, por el contrario, un valor
excesivo proporciona un margen estrecho que presentard problemas en

la clasificaciéon de nuevas muestras proximas a la frontera.
El plano de separacion se define, entonces, por la ecuacion:
xw+b=0 (13)

donde w y b se determinan por las ecuaciones:

W= iai yis; (14)

1 N
b:y—zllozjijjsi (15)
i j=
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En estas ecuaciones s; es una muestra de la frontera y N es el niamero
de ellas seleccionadas en el modelo. En la ecuacién (15), s; es cualquier

SV que cumple a <C.

El problema de optimizacién de la ecuacién (10) incorpora las

caracteristicas més atractivas de este método.

Asi, los vectores x; y x; aparecen en la ecuacién solo en forma de
producto escalar, lo que reduce los inconvenientes de la

dimensionalidad de los datos.

Ademas, es posible sustituir el producto escalar de los vectores
afadiendo otras funciones que, sin alterar la naturaleza del problema de
optimizacién, permiten determinar fronteras mas complejas cuando las
clases asi lo requieren. Generalmente estas funciones aumentan la
dimensién de los datos proporcionando planos de separacion adecuados
en el espacio ampliado que se convierten en fronteras de diferente
complejidad al transformarlas en las variables originales. A estas
funciones se les denomina funciones kernel y entre las mas utilizadas, se
encuentran la funcién radial, polinomial de distintos ordenes y

sigmoide.

La figura 17 muestra un ejemplo de clases linealmente no separables
donde la frontera se determina reemplazando el producto escalar x;x;

por una funcién mas compleja.
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Clase A

Clase B

Figura 17: Clases linealmente no separables

En el caso mas sencillo, esto es, cuando las clases son linealmente

separables, el criterio para clasificar una nueva muestra x es el siguiente:

y :(ZN:OG yisix+b] (16)

Este valor puede ser positivo o negativo lo cual determina que la
muestra x (vector de datos) pertenezca a una clase u otra. s; es el vector
de datos de una muestra de la frontera, y; es +1 6 -1 en funcién de la
clase a la que pertenece el SV y N es el nimero total de muestras de la

frontera. Los coeficientes «; y b son valores que se obtienen al

determinar el plano 6ptimo.
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5.2.Calibracion

5.2.1.Calibracion univariante

La calibracién univariante [226,238,239] permite obtener modelos
capaces de predecir una variable respuesta conociendo los valores de

otra correlacionada con ella.
La expresion caracteristica de este tipo de calibracion es [238]:
X=~C-S (17)

donde x es un vector que esta formado por las respuestas analiticas para
el nimero de muestras analizadas y c es el vector que corresponde a las
concentraciones. Ambos vectores tienen la misma longitud, I, que es

igual al nimero de muestras. El escalar s relaciona ambos parametros.

En muchas situaciones serd apropiado incluir un término adicional en

el modelo de calibracion, la ordenada en el origen.

La calidad de las predicciones puede determinarse mediante la

expresion:

donde (Ci —Ci) es la diferencia entre las concentraciones afiadida y

predicha para la muestra i y d son los grados de libertad. En el caso de la
calibracién univariante el ntiimero de grados de libertad es igual al

namero de experimentos realizados menos el nimero de parametros
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calculados en el modelo. El error absoluto puede representarse como un

porcentaje mediante la expresion:

E% =—-100 (19)

olm

donde T es la media de las concentraciones de todas las muestras.

A partir de los modelos clasicos que incluyen ordenada en el origen

es posible determinar tres varianzas de interés [240]:
* Lavarianza explicada por el modelo.

Es la suma de cuadrados (SC) de las desviaciones de los valores
predichos respecto a las coordenadas del centroide dividida por el

nimero de grados de libertad que es uno.

¢ La varianza residual.

Es la suma de cuadrados de las desviaciones de los valores reales
respecto a los predichos dividida por el nimero de grados de libertad,
que en este caso es el nimero de experimentos realizados menos dos.
Este tipo de varianza es una medida de la dispersiéon de las medidas a lo
largo de la linea de regresion ajustada y representa la varianza en la

respuesta que el modelo no tiene en cuenta.

s2 — i=! — res (21)
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e La varianza total.

La varianza total de los puntos en ausencia de modelo se calcula
mediante la suma de cuadrados de las desviaciones de los puntos

respecto al centroide dividida por el namero de grados de libertad, I-1.

Z(Xi -%, )
2 i=1 SCtO’[
S == @)

La relacion [227] entre las tres sumas de cuadrados es:

SCyy = SCo + SCras (23)

tot res

lo que manifiesta que el modelo divide la varianza total en dos, la
explicada por él y la residual. Facilmente se puede demostrar [240] que
la relacién entre SCey y SCit equivale al cuadrado del coeficiente de

correlacion lineal:

2 Z()’zl - Xi )2 SCexp
Z(Xi X )2 SCyq

El parametro 72 se denomina coeficiente de determinacién y expresa
el porcentaje de variacion total de los datos que es explicado por el
modelo. Se utiliza para comprobar el porcentaje de informacion
modelada por la regresion, pero necesariamente no implica que el
modelo mas adecuado para ajustar los datos sea el lineal incluso cuando
sus valores son proximos a 1. Ademads de obtener un buen coeficiente de
correlaciéon es importante comprobar que el modelo generado no
contiene fallo de ajuste [241]. Para ello es necesario tener réplicas de

cada nivel de concentracion.
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La secuencia que se presenta a continuaciéon corresponde a un
conjunto de muestras con n niveles de concentracion diferentes,
repetidos cada uno p veces. x;; son los valores experimentales obtenidos

para las muestras.

c, Xg o e Xy e X

1p
c, X v Xyj e Xy,
Ci Xll Xij Xip
C, Xog v Xy e X

Ahora es posible dividir la variacion residual, SC., en dos partes:
e Variacién debida al error puro.

Mide la variaciéon debida al error experimental segtn la expresion:
(4 -%f
SCerror = Z Xij =X (25)

donde X; es la media de las medidas realizadas para cada nivel de

concentracion.
e Variaciéon debida al fallo de ajuste.

Es un componente que mide la variacién de la media de las muestras

repetidas para cada nivel de concentraciéon a lo largo de la linea de
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regresion mediante la expresion:

SC fall.ajus. — SCres - SCerror (26)

Las varianzas asociadas a estos factores se obtienen dividiendo las
sumas de cuadrados entre el nimero de grados de libertad tal y como se

indica en las siguientes expresiones:

Se2rror = h (27)
n(p-1)
SC..—SC
SZ ) — res error 28
fall.ajus. n—2 ( )

El posible fallo de ajuste se puede comprobar comparando la relacién

2

[
F =219 sbtenida experimentalmente con el valor critico tabulado

Sarer

de F a (n-2) y n(p-1) grados de libertad y un determinado nivel de
significacién. Si la diferencia es significativa (la varianza del fallo de
ajuste es mayor que la varianza debida al error puro) se puede concluir
que el modelo es inadecuado debido a que la variacién de las medidas
correspondientes a las muestras repetidas con el mismo nivel de
concentracion no puede ser explicado en términos de la incertidumbre
del error puro. En este caso es aconsejable adoptar un modelo diferente.

En caso contrario, el modelo no presenta fallo de ajuste y es adecuado

para representar el conjunto de muestras estudiadas.
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5.2.2.Regresion por minimos cuadrados parciales

La regresiéon por minimos cuadrados parciales (PLS) es a menudo
considerada como la técnica de regresion multivariante [242] mas

importante.

El método esta basado en andlisis de componentes principales y no
requiere detalles de todos los compuestos presentes en las muestras,
aunque serd necesario realizar una estimacion del namero de
componentes principales significativos que no se corresponde,

necesariamente, con el nimero de especies quimicas [238].

Uno de los aspectos mas importantes de esta técnica de calibraciéon
frente a otras como la regresiéon por componentes principales (PCR) es
que tiene en cuenta no solo los posibles errores del bloque de datos X,
sino, también, los errores relacionados con la estimaciéon de la

concentracion.

Existen fundamentalmente dos métodos PLS que se denominan PLS1
y PLS2. En PLS1 se modela cada compuesto independientemente
mientras que en PLS2 todos se modelan de forma conjunta. Esto puede
resultar util [227] en los casos donde existe correlacion entre la
concentracion de los compuestos estudiados. Sin embargo,
generalmente, las predicciones realizadas con PLS2 son peores que las

obtenidas con PLS1.

A continuacion, se describe la técnica de regresiéon por minimos

cuadrados parciales PLS1 que es la que se ha utilizado en esta memoria.
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52.2.1. PLS1

Los bloques de matrices X y ¢ se descomponen en sus componentes

principales de acuerdo con las siguientes expresiones [238]:
X=T-P+E (29)
c=T-q+ f (30)

Estas matrices se han representado en la figura 18. El producto de las
matrices TP y Tq se aproxima a los valores medidos con la configuracion
instrumental utilizada y a las concentraciones reales de cada muestra,
respectivamente. E y f son las matrices de error. La matriz de

puntuaciones T es comtn a ambos bloques, X y c.

Como se observa en la figura 18, para cada componente a existe un
vector de puntuaciones o “scores”, un vector de pesos s o “loadings” y

una matriz de residuales.

J J J
— A
/ / Al /
X = X + E
Pesos P

Puntuaciones 7T

Vi
J
\%
Ve

Pesos g

Puntuaciones 7T

Figura 18: Matrices de PLS1
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Cada compuesto considerado genera una matriz de puntuaciones
distinta, al contrario que en otras técnicas como PCR donde hay una

Unica matriz de puntuaciones para todos los compuestos de la mezcla.

5.2.3.Validacion de los modelos

Al igual que ocurria en el caso de las técnicas de reconocimiento de
pautas, tras la construccion de un modelo de calibracién, sera necesario
llevar a cabo la validacién de dicho modelo. Esta facilita informacién
fundamentalmente sobre el nimero de componentes significativos
necesarios para caracterizar un conjunto de datos y sobre la capacidad
predictiva de los modelos en futuras muestras. Los principales métodos

de validacién se describen a continuacién:
e Auto prediccion

Es la aproximacion maés sencilla y se basa en calcular la raiz cuadrada
de la media del error de calibracién al cuadrado para cada compuesto.

Se calcula mediante la expresion:

(31)

donde I es el nimero de muestras y la expresiéon entre paréntesis
representa la diferencia entre la concentracién afiadida y predicha por el
modelo. Generalmente este modelo de validacién no se utiliza, ya que
los datos pueden llegar a tener un ajuste perfecto aumentando

simplemente el nimero de componentes del modelo.
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e Validacién cruzada (cross validation)

La capacidad predictiva del modelo se comprueba separando un
pequeno nimero de muestras del conjunto de calibracién y analizando

las predicciones obtenidas para este conjunto con el modelo reducido.

Aunque existen diversos criterios, es habitual retirar solamente una
muestra del modelo y predecir su concentraciéon. Este proceso se repite I
veces de modo que al final todas las muestras se han predicho una vez.
El error cometido cuando se utiliza la validacién cruzada (CV) se calcula

mediante la expresion:

donde ©'C, es la concentracién predicha de la muestra i del grupo de

validacién cruzada.
e Validacién externa (test set)

En lugar de la validacién interna, como es el caso anterior, es posible
comprobar la calidad predictiva del modelo con un conjunto
independiente de muestras que no se han utilizado en ninguna etapa
durante la construccién del modelo. El error cometido cuando se utiliza

un grupo independiente o “test set” de I muestras es:

(33)
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donde *'¢, es la concentracién predicha de la muestra i del grupo de

validacion externa.

A partir de los valores absolutos de las ecuaciones (31-33) es habitual
expresar el resultado en términos relativos, nuevamente, mediante la

expresion (19).

Finalmente, el sesgo (bias) del modelo y del grupo de validacion se

cuantifica mediante la expresion:

I (6i _Ci)
S=++ | (34)

donde I es el nimero de muestras del modelo o del grupo de validacién.

5.2.4.Transferencia de calibrados

Cuando se utilizan métodos de calibracién tanto univariantes como
multivariantes es necesario tener en cuenta ciertas dificultades que se

pueden presentar [243].

Un problema que puede surgir es la variacion de la respuesta
instrumental debido a problemas de inestabilidad con el transcurso de
los dias. Para corregir este fallo de reproducibilidad es posible realizar
una normalizacion de las sefiales obtenidas. Sin embargo, esta
alternativa es solo adecuada cuando se persiguen resultados cualitativos
ya que gran parte de informacién cuantitativa se pierde tras el proceso
de normalizacién. Es necesario aplicar una estrategia adecuada que

corrija estos cambios en la respuesta del instrumento cuando se
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persiguen fines cuantitativos.

Otra dificultad [243] surge cuando se pone a punto un método de
calibracién con una configuracién instrumental y se aplica a muestras
medidas en otro instrumento. Se hace necesaria, en este caso, la
utilizacion de un algoritmo matemético que iguale las respuestas

registradas por ambos equipos cuando se mide la misma muestra.

Para solucionar estos inconvenientes se han propuesto diferentes
alternativas. La transferencia de calibrados es una estrategia para
corregir los cambios de sensibilidad que se producen en una
configuracion instrumental y esta basado en la variacion de la sefial para
un conjunto de muestras de referencia también Illamadas de
transferencia [244]. El proceso de transferencia implica, por tanto, que
un pequefio nimero de muestras debe ser analizado regularmente con
objeto de poder corregir la inestabilidad de la sefial. Uno de los pasos de
mayor importancia es elegir las muestras de transferencia. El criterio de
seleccion debe tener en cuenta que estas tienen que ser estables fisica y
quimicamente y, ademads, ser representativas [245] del conjunto de
muestras analizadas. A continuacién, se describen dos procesos de

transferencia de calibrados que incorporan distintos algoritmos.
e Ajuste aditivo

A menudo, las diferencias de intensidad de las sefiales de las
muestras de entrenamiento y predicciéon, debidos a los problemas de
sensibilidad a largo plazo, se pueden corregir con este ajuste sencillo. La
variacion mencionada se cuantifica con las muestras de referencia y

después es sumada a todas las muestras de predicciéon. Para ello es
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necesario medir las muestras de transferencia el dia que se genera el
modelo y después regularmente junto con las muestras de prediccion

desconocidas que se miden dias, semanas e incluso meses maés tarde.

La expresion (35) es la ecuacion del ajuste aditivo en el caso de
trabajar con N muestras de transferencia y considerar la configuracion
instrumental de este trabajo, en el que, como se vera mas adelante, las
variables son las intensidades de las diferentes relaciones m/z
registradas. La diferencia entre el valor de la intensidad media para una
variable, I, en el conjunto de muestras de transferencia del dia A y del

dia B, se suma al valor de la intensidad de cada muestra medida el dia B:

1 1
I(m/Z)tr = I(m/Z)diaB J{WZ I(m/Z)diaA _Wz I(m/Z)diaB] (35)

n=1 n=1

donde I, es la intensidad resultante tras aplicar el proceso de
tr

transferencia, | corresponde a la intensidad en el momento de la

(m/z)dian

construccion del modelo de calibracién, | es la intensidad

(m/z)diaB

medida el dia By N es el nimero de muestras de transferencia.
e Ajuste multiplicativo

De manera similar este ajuste utiliza las muestras de referencia para
transformar las nuevas respuestas y relacionarlas con los perfiles

previamente adquiridos cuando se desarroll6 el modelo de calibracién.

El valor de las variables registradas para las muestras de prediccion
se multiplica por el ntimero, obtenido como una media, que mejor
aproxima los valores de las variables del conjunto de muestras

transferidas con las correspondientes del modelo de calibraciéon. En el
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caso de trabajar con N muestras de transferencia y considerar la
configuracién instrumental presentada en este trabajo, el valor para la
intensidad de una de las variables m/z que sufre este proceso

multiplicativo es:

1
N.Zl(m/z)diaA

_ . n=1
Lmioye = Vimiogias 1 & (36)
ﬁ ) Z;; I(mlz)diaB
n=

5.3.Disefo experimental de seleccion y optimizacion de variables

El primer paso para construir un disefio experimental es determinar
qué variables o factores influyen en la respuesta ya sean cuantitativas o
cualitativas. A veces se puede tener informacién previa sobre los
factores que producen efecto significativo en la respuesta, pero no
siempre es asi. En este caso, puede resultar util realizar un disefio en el
que se incluyan todos los posibles factores con el fin de realizar una

seleccion de los mismos.

Una vez definidas las variables que se desean estudiar, es necesario
definir los limites del dominio experimental, esto es, los niveles que
tomara cada factor. Los disefios factoriales completos y los fraccionados
son ejemplos de los disefios que tienen como finalidad reconocer los

factores que afectan significativamente a la respuesta.

Los disefios factoriales completos permiten experimentar con todas
las combinaciones de variables y niveles seleccionados. La interpretacién

de las observaciones, en este caso, no es muy compleja. La notacién
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utilizada para referirnos a estos disefios es una potencia de n del tipo 7k,
donde 7 representa el nimero de niveles que tomara cada variable y k es

el namero de variables que intervienen en la experimentacion.

Asi, por ejemplo, un disefio factorial completo del tipo 27, en el que se
estudian 7 variables a dos niveles diferentes, requiere 128 experimentos
que permiten calcular 128 pardametros entre los que se encuentran los
valores de los efectos de las 7 variables estudiadas en la respuesta y las
interacciones de 2, 3, 4, 5, 6 y 7 factores. En la practica, resulta
extremadamente raro que aparezcan interacciones de tres o mas
variables que resulten significativas. En general, se obtiene informacion
aceptable del comportamiento de los sistemas de estudio considerando
solo los efectos de las variables y las interacciones de dos factores. Para
ello es suficiente con realizar una parte del disefio completo mediante lo

que se denominan disefios factoriales fraccionados.

Los disefios factoriales fraccionados solo realizan una parte del
correspondiente disefio completo. La notacién utilizada en este caso es
2k» donde p indica el grado de fraccionamiento del disefio. Nuevamente,

el resultado de esta expresion proporciona el nimero de experimentos.

Una vez seleccionadas de entre todas las posibles variables las que
ejercen un efecto significativo sobre la respuesta medida, el siguiente
paso es, a menudo, optimizar estas variables, es decir, encontrar las
condiciones que producen la mejor sefial o respuesta. En este caso, es
necesario realizar disefios con tres o mas niveles para cada factor con
objeto de poder detectar curvaturas. Existen dos estrategias para

optimizar variables: secuencial y simultanea.
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La primera de ellas consiste en realizar un nimero muy reducido de
experiencias y utilizar la informacién obtenida para seleccionar los
proximos experimentos. El proceso prosigue hasta alcanzar las
condiciones mas favorables. La optimizaciéon por el método “simplex”

[239] es una de las mas utilizadas.

La estrategia simultdnea realiza un ndmero determinado de
experimentos de acuerdo con un plan establecido previamente y como
ejemplos pueden citarse los disefios compuestos centrales y los de

Plackett-Burman.

El disefio Box-Behnken es otro ejemplo de este grupo. Cuando el
nimero de factores es tres, los valores de las variables pueden
visualizarse mediante el solapamiento de tres disefios factoriales
completos 22 y su punto central o mediante los puntos que se encuentran
en la mitad de todos los lados de un cubo y su centro. Estos disefios

estudian cada variable en tres niveles.

Factor 1

@ /:’-’
Q
&

—_— &
Factor 2

Figura 19: Diserio Box-Behnken

La figura 19 muestra los valores que toman las variables de las 13
muestras que constituyen el disefio. Los puntos experimentales estidn

situados a la misma distancia del centro del cubo, lo que confiere al
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disefio la caracteristica de esfericidad que hace que todas las muestras

influyan de manera similar en los parametros calculados a partir de este.
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Para el desarrollo de los diferentes métodos analiticos que se han

optimizado en este trabajo se han utilizado dos configuraciones

instrumentales:

Una jeringa manual de microextracciéon con sorbentes
empaquetados (MEPS), un cromatégrafo de gases (GC)
equipado con un inyector de temperatura programada (PTV)

y un micro-detector de captura electrénica (p-ECD).

Un generador de espacio de cabeza (HS) acoplado a un
cromatografo de gases (GC) con inyector de temperatura
programada (PTV) y un espectrémetro de masas de tipo

cuadrupolo (q-MS).
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1. JERINGA MANUAL DE MICROEXTRACCION CON
SORBENTES EMPAQUETADOS Y CROMATOGRAFO DE
GASES CON INYECTOR DE TEMPERATURA PROGRAMADA
Y MICRO-DETECTOR DE CAPTURA ELECTRONICA

1.1.Jeringa manual de microextraccién con sorbentes

empaquetados

La microextraccion con sorbentes empaquetados se llevé a cabo con

un dispositivo como el que se muestra en la figura 1.

Figura 1: Dispositivo eVol® para la microextraccion con sorbentes empaquetados

El aparato consta de dos dispositivos de precisién acoplados; por un
lado, un motor con control electrénico digital y por otro una jeringa
analitica de 500 pL con adaptador XCHANGE®, que permite el
acoplamiento entre los dos dispositivos. Para la funcién especifica de la
microextraccion con sorbentes empaquetados, las agujas utilizadas
(figura 2) tienen ensamblado un cartucho que contiene 4 mg de un
sorbente solido de silice-Cys. El material de relleno del cartucho Cis es

silice modificada con grupos octadecilo sin bloqueo terminal, por lo que
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dispone de grupos silanoles libres (S5iOH), que permiten interacciones
secundarias con los grupos polares de los analitos. El tamafio medio de
poro es de 60 A, el diametro de las particulas de silice de 45 pm y la
superficie especifica del material es de 500 m? g. Estos dispositivos
fueron suministrados por SGE Analytical Science (Griesheim,

Alemania).

Figura 2: Imagen de una jeringa de MEPS vy de la aguja con el cartucho de Cis

1.2.Sistema de introducciéon de muestras

El modelo utilizado es un inyector automaético de liquidos Agilent
7683 (Agilent Technologies, Waldbronn, Alemania). La torre del inyector
contiene una jeringa que permite la inyeccion de muestras liquidas. La
jeringa utilizada en el método propuesto en la presente memoria
(capitulo IV) tiene un volumen de 10 pL de los que permite inyectar en

el sistema cromatografico un méximo de 5 pL.
1.3.Inyector de temperatura programada

La muestra es transferida al sistema cromatografico por medio de un
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vaporizador de temperatura programada (PTV) Agilent Technologies
6890 (CIS-4). Un esquema del dispositivo utilizado se muestra en la

figura 3.

Puntadelajeringa

i Valvulade
desecho

Camisa
calefactora

Columna
cromatografica

Figura 3: Esquema de un inyector PTV

El cabezal del inyector utilizado no tiene septum, sino que cuenta con
una valvula de sellado que se desplaza durante la inyeccién para
permitir el paso de la jeringa. El enfriamiento se logra mediante CO;
liquido, que permite alcanzar la temperatura de -78 °C, mientras que el
calentamiento se consigue mediante una camisa calefactora que
proporciona un aumento lineal y homogéneo de la temperatura en el
cuerpo del inyector y permite seleccionar rampas de calentamiento

desde 2 °C s hasta 12 °C s asi como dos rampas de temperatura
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consecutivas.

El PTV est4 equipado con una camara de vaporizacion (liner) rellena
de Tenax-TA® de dimensiones 71 mm x 2.0 mm y un volumen interno de
180 pL. Este material de relleno es un polimero poroso de 6xido de 2,6-
difenileno con propiedades hidrofébicas disefiado para retener
compuestos organicos volatiles y semivolatiles especialmente en
muestras con alto contenido de humedad. El gas portador es helio N50

(pureza de 99.999 %, Air Liquide).
1.4.Cromatografo de gases

El anélisis cromatografico se lleva a cabo mediante un cromatégrafo
de gases de Agilent Technologies modelo 7890A. El horno del
cromatoégrafo permite programar hasta cinco rampas de temperatura.
Las rampas médximas permitidas por el equipo son 120 °C min hasta 70
°C, 95 °C min de 70 a 115 °C, 65 °C min-! de 115 a 175 °C, 45 °C min de
175 a 300 °C y 35 °C min? de 300 a 400 °C. El gas portador utilizado es
helio N50 (pureza de 99.999 %; Air Liquide).

Las columnas utilizadas en esta configuracion para la aplicacion de la
determinaciéon de haloanisoles en vino fueron fases estacionarias
suministradas por la casa Supelco a través de Sigma-Aldrich (Steinheim,
Alemania) dentro del proyecto SILEP (Supelco Ionic Liquid Evaluation
Program). En concreto, se evaluaron cuatro columnas capilares de silice
fundida de 30 m de longitud con un didmetro interno de 0.25 mm y un

espesor de fase estacionaria 0.2 pm (figura 4).

Los liquidos i6nicos que constituyen cada una de estas fases no
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ligadas son los siguientes: la columna SLB™-IL100 presenta una fase de
bis(trifluorometilsulfonil)imidato  de  1,9-di(3-vinil-imidazolio)nonano, la
columna SLB™-IL76 es una fase de bis(trifluorometilsulfonil)imidato de
tri(tripropilfosfoniohexanamida) trietilamina, la columna SLB™-]L61 es una
fase de  bis(trifluorometil)imidato  trifluorometilsulfonato  de  1,12-
di(tripropilfosfonio) dodecano y por tltimo, la columna SLB™-IL59 es una

fase de bis(trifluorometilsulfonil)imidato de 1,12-di(tripropilfosfonio)dodecano.

Figura 4: Columna capilar SLB™-]L59

1.5.Micro-detector de captura electronica

El sistema cromatogréfico utilizado estd equipado con un micro-
detector de captura electronica (u-ECD) de Agilent Technologies

(Waldbronn, Alemania) con una fuente de radiacion de ¢Ni. La
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temperatura méxima permitida por la fuente de radiacion es de 400 °C.
El volumen de la zona de detecciéon es diez veces menor que el de
cualquier otro detector de captura electrénica convencional (ECD) y la
velocidad de paso de los analitos a través de la zona de deteccién es
superior, lo que reduce el tiempo de residencia de los analitos en la
célula. Otro aspecto novedoso del detector p-ECD es la disposicion del
anodo (dnodo escondido), que estd situado de tal manera que la
probabilidad de que los contaminantes lleguen hasta él es minima. Estas
caracteristicas del detector se traducen en una mayor sensibilidad a la
vez que disminuyen las posibilidades de contaminacién de la celda. Para
facilitar el transporte de la muestra a través de la célula del detector se
utiliza una corriente de gas auxiliar que se une a la corriente procedente
de la columna. El flujo de este gas afecta a la sensibilidad del detector y a
la resolucién del cromatograma. Los valores habituales de flujo de gas
auxiliar pueden oscilar entre 10-60 mL min?. El gas utilizado es

nitrégeno (pureza de 99.999 %; Air Liquide).
1.6.Esquema de la configuracion instrumental

En la figura 5 se muestra una fotografia de esta configuraciéon
instrumental. Esta configuracién se ha utilizado para el desarrollo de la

aplicacién descrita de determinacion de haloanisoles en vinos.
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INYECTOR
AUTOMATICO
DE LiQUIDOS

u-DETECTOR DE ORDENADOR PERSONAL
CAPTURA PARA LA ADQUISICION
ELECTRONICA DE DATOS

INYECTOR DE
TEMPERATURA
PROGRAMADA

CROMATOGRAFO DE GASES
Figura 5: Configuracion instrumental PTV-GC-uECD

El control de todos los médulos que componen la configuraciéon
instrumental, asi como la adquisicién y tratamiento de los datos se

realizaron mediante software especifico.
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2. GENERADOR DE ESPACIO DE CABEZA ACOPLADO A UN
CROMATOGRAFO DE GASES CON INYECTOR DE
TEMPERATURA PROGRAMADA Y ESPECTROMETRO DE
MASAS CUADRUPOLAR

2.1.Generador de espacio de cabeza

El sistema de introduccién de muestras acoplado a la configuraciéon
PTV-GC-MS es un automuestreador CombiPAL (CTC Analytics AG,
Zwingen, Suiza). Este automuestreador aporta una gran versatilidad al
equipo, ya que permite seleccionar distintas modalidades de
introduccién de muestra (inyeccion de muestras liquidas, espacio de
cabeza estatico, microextraccién en fase sélida...) siendo la generacion
de espacio de cabeza la utilizada en las aplicaciones que se describen en
esta memoria. El dispositivo consiste en un brazo muestreador
automatico al que se pueden acoplar diferentes mdédulos, en los que va
montada la jeringa apropiada, en funcién del tipo de introduccion de
muestra que se quiera realizar. También posee diferentes tipos de
bandejas para los viales de muestra adecuados para cada aplicacién. En
el caso de espacio de cabeza tiene espacio para 32 viales de muestra. El
horno generador de espacio de cabeza tiene capacidad para seis viales,
cuya temperatura puede programarse entre 35 °C y 200 °C. Este horno
permite la agitacion orbital de las muestras en un intervalo de

velocidades de entre 250 y 750 rpm.
2.2.Inyector de temperatura programada

El PTV utilizado en esta configuracion es un CIS-4 (Gerstel,

Baltimore, MD) y al igual que el descrito en la configuracién anterior,
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estd equipado con un liner de las mismas dimensiones y el sistema de
calentamiento y enfriamiento son iguales que en el caso anterior. Es un

PTV sin septum en el cabezal.
2.3.Cromatoégrafo de gases

El cromatégrafo de gases utilizado es un Agilent 6890 equipado con
una columna capilar DB-VRX (20 m x 0.18 mm x 1 pm, rango de trabajo -
10 a 260 °C) de Agilent Technologies (J&W Scientific Columns, USA). El
horno del cromatdégrafo permite programar hasta cinco rampas de
temperatura con diferentes velocidades. Las rampas mdéximas
permitidas por el equipo son 70 °C min hasta 175 °C, 45 °C min! de 175
a 300 °Cy 35 °C min? de 300 a 450 °C. El gas portador utilizado es helio
N50 (pureza de 99.999 %; Air Liquide).

2.4.Espectrometro de masas

El espectrémetro de masas cuadrupolar es un HP 4440 N de Agilent
Technologies (Waldbronn, Alemania). La fuente es de ionizacién
electrénica, con un voltaje de ionizacién de 70 eV. Las temperaturas
recomendadas para la fuente de ionizacién y el cuadrupolo son 230 °C y

150 °C, respectivamente.

Es posible seleccionar dos modos de adquisiciéon de datos: scan, en el
que el detector hace un barrido de un amplio intervalo de masas,
previamente especificado; y el modo de seguimiento de iones
seleccionados (selected ion monitoring, SIM), que permite seleccionar los
iones caracteristicos de las especies de interés, de modo que para cada

intervalo de tiempo s6lo se registran unos pocos iones seleccionados.
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La base de datos utilizada para la identificaciéon de los compuestos es

la NIST'98 (NIST/EPA/NIH Mass spectral Library, version 2.0).
2.5.Esquema de la configuracion instrumental

En la figura 6 se muestra la imagen de la configuracién instrumental

CombiPAL-PTV-GC-MS.

Figura 6: Confiquracion instrumental CombiPAL-PTV-GC-MS

La programaciéon del CombiPAL se hace desde un controlador
independiente propio, en el que se selecciona el tipo de inyeccién que se
va a realizar y se programa un método en el que se especifican las

condiciones de las diferentes variables implicadas en la inyeccién. A
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continuacién, se programa la secuencia de muestras.

El automuestreador se ha utilizado en el desarrollo de las
aplicaciones descritas en la memoria de determinacion de compuestos
volétiles en orina y en el estudio de sefales de perfil en saliva. En ambos
casos se utilizé este elemento operando con el médulo de inyeccién de

espacio de cabeza.
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1. INTRODUCCION

El objetivo de la quimica analitica verde es el uso de procedimientos
mas respetuosos con el medioambiente, mds seguros y que generen
menos desechos peligrosos. Para ello, se busca el desarrollo de nuevas
metodologias analiticas o la modificacion de los métodos tradicionales
incorporando procedimientos que o bien usen un menor nimero de
compuestos quimicos peligrosos o bien reduzcan la cantidad necesaria

de esos compuestos [1].

Se considera que la etapa mas contaminante de un andlisis es la etapa
de preparaciéon de muestra ya que generalmente requiere el uso de
disolventes organicos [2]. Por lo tanto, aunque seria deseable utilizar
metodologias de anélisis directo de las muestras, en muchas ocasiones se
necesitan etapas de aislamiento o de preconcentracién de los analitos de

interés previas al analisis de los mismos.

El uso de la extracciéon con disolventes tradicional en estos casos
puede causar fenémenos de contaminacién por la liberacion de
disolventes al medioambiente. El desarrollo de métodos de extraccién a
escala “micro” que reducen las cantidades necesarias de disolventes
organicos o eliminan su uso ha estado dirigido a la mitigacién de esta
problematica [3]. Técnicas de microextraccién como la microextraccion
en fase solida (SPME), la microextraccion por adsorcién en barra
agitadora (SBME), la microextraccion en fase liquida mediante
membrana porosa (HF-LPME), la microextraccién en una gota (SDME) o
la microextracciéon dispersiva liquido-liquido (DLLME), entre otras, han

ido ganando terreno y ahora estan bien establecidas entre las técnicas
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mas usadas de pretratamiento de muestra [4]. La posibilidad de
automatizacién y de acoplamiento online de algunas de estas técnicas de
microextraccion son otros dos aspectos interesantes que las hacen mas

atractivas.

La microextracciéon con sorbentes empaquetados (MEPS) es una
técnica de extraccion basada en la adsorcion. Esta técnica de
pretratamiento de muestra se basa en la miniaturizacion de la extraccion
en fase s6lida convencional. Una cantidad entre 1 y 4 mg de un material
adsorbente empaquetado (cartucho MEPS) se sitta en el extremo
superior de la aguja de una jeringa por la que se hacen pasar pequefios
volimenes de muestra permitiendo la adsorcion de una gran variedad
de analitos dependiendo de las propiedades del material adsorbente
elegido. La elucién posterior de esos analitos retenidos se lleva a cabo
con una pequefia cantidad (20-50 pL) de un disolvente apropiado que
podra ser transferido directamente a un puerto de inyeccion de un
sistema cromatografico de gases o liquidos [5]. Esta técnica no solo
permite trabajar con pequefios volimenes de muestra, sino que también
reduce en gran medida el consumo de disolventes orgénicos necesarios
para la extraccion de los analitos retenidos en el cartucho MEPS.
Ademas, en comparaciéon con los cartuchos de SPE, el cartucho MEPS
puede ser reutilizado un gran nimero de veces ya que se lava con
facilidad. Otra ventaja més por la que puede considerarse a la técnica de
MEPS una técnica mdas barata que muchos de los procedimientos
convencionales de preconcentracion [6]. La técnica de MEPS se ha
aplicado al andlisis de diversos compuestos en matrices biol6gicas, como
plasma humano, sangre, orina y saliva [6-8] asi como al andlisis de

muestras ambientales, principalmente aguas superficiales y aguas de
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desecho [8-14]. Sin embargo, son pocos los estudios que se han llevado a

cabo con esta técnica en el campo del analisis de alimentos [15].

Se ha propuesto también el uso de liquidos iénicos como disolventes
respetuosos con el medioambiente y buenos sustitutos de los disolventes
organicos tradicionales que son volatiles e inflamables [16]. Los liquidos
iénicos son sales orgédnicas con bajos puntos de fusién. Su estructura
consiste en cationes organicos enlazados por medio de una cadena de
carbono de longitud variable y asociados a estos cationes, los
correspondientes aniones [17,18]. Las caracteristicas especiales de estos
liquidos i6nicos los hacen adecuados para su utilizacién como fase
estacionaria en columnas capilares de cromatografia de gases [19-22].
Una de estas caracteristicas es el amplio rango de temperaturas en el que
se mantienen liquidos, permitiendo aumentar el margen de
temperaturas de trabajo. Ademas, estos compuestos son poco volatiles y
por consiguiente las columnas con fases estacionarias de liquidos i6nicos
tendrdn un menor sangrado y una vida ttil mas larga. La ausencia de
grupos hidroxilo las hace més estables ante la humedad y el oxigeno y la
posibilidad de sintetizar estos liquidos con diferentes grupos catiénicos
y aniénicos asi como con distintas longitudes de cadena permitiria
dotarlas de una selectividad “a la carta” [16]. Los liquidos iénicos se han
utilizado en diferentes campos de la Quimica Analitica en muy diversas
aplicaciones. Sin embargo, a pesar de todas las ventajas citadas, son
pocas las aplicaciones analiticas en las que se han utilizado liquidos
iénicos como fases estacionarias en columnas capilares de cromatografia

de gases [23-27].
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La presencia de haloanisoles en el vino es un problema enolégico
importante ya que degradan sus propiedades organolépticas y le
confieren un olor desagradable denominado como fuingico o a moho y
olores y aromas propios de humedad. Dado que el aroma es uno de los
principales pardmetros de calidad de un vino, la contaminacién por
estas sustancias es un importante problema para la industria enolégica
[28]. Las concentraciones habituales de estos compuestos en los vinos
contaminados son del orden de los ng L1, por lo que se hace necesaria la
utilizacion de una técnica de preconcentracion previa al analisis. Han
sido muchas las técnicas de extraccion y microextraccién que se han
utilizado para la extraccién y concentraciéon de haloanisoles del vino [29]
desde la extraccion liquido-liquido (LLE) [30,31] y la extraccion en fase
solida (SPE) [32] a las técnicas de microextraccion tanto en fase liquida
(SDME) [33] como en fase sdlida (SPME) [34,35] y la extracciéon en barra
agitadora (SBSE) [36].
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2. OBJETIVO

El objetivo del presente estudio es proponer el acoplamiento de la
técnica de microextraccion con sorbentes empaquetados con un
cromatografo de gases con fases estacionarias de liquidos i6nicos y
deteccion mediante micro-detector de captura electrénica (WECD) como
una metodologia analitica alternativa para la determinacion de

haloanisoles en vinos.

La técnica de microextraccion con sorbentes empaquetados (MEPS) se
propone como alternativa a otros métodos de extraccién con el objetivo
de facilitar procesos de preparacion de muestra laboriosos, asi como
reducir el consumo de material no reutilizable en los primeros pasos del
analisis. Presenta, ademas, la ventaja de que se trata de una técnica de
extraccion que minimiza de forma significativa el consumo de
disolventes organicos. En este trabajo se estudiardn las distintas
variables que afectan al proceso de extraccién-elucién de los compuestos
de interés: el tipo de adsorbente, el disolvente de elucién y los

volimenes tanto de muestra como de eluciéon utilizados [37].

Con relacién a la utilizacion de liquidos idénicos como fases
estacionarias en cromatografia de gases, se estudiaran y caracterizaran

distintas fases comerciales de estos compuestos.

Tras la optimizaciéon de todo el proceso, se aplicara el método

propuesto a muestras de vino para la determinacion de haloanisoles.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1.Materiales, disoluciones estaindar y muestras

Los haloanisoles (2,4,6-tricloroanisol (TCA), 1,2,4,5-tetracloroanisol
(TeCA), 24,6-tribromoanisol (TBA) y pentacloroanisol (PCA)) y el
disolvente acetato de etilo de grado HPLC, (CHROMASOLV® Plus, =
99.9 %) fueron suministrados por Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemania).
El etanol (pureza = 99.9 %) y el KHCO; fueron suministrados por
Scharlau (Barcelona, Espafia). El metanol (pureza = 99.9 %) fue

proporcionado por Merk (Darmstadt, Alemania).

A partir de los compuestos comerciales, se prepararon disoluciones
madre de 100 mg L de cada haloanisol en etanol y se conservaron a 4
°C. Estas disoluciones se utilizaron para preparar disoluciones con un
contenido alcohdlico similar al de la mayoria de vinos (12 % de etanol)
que fueron las utilizadas en los diferentes estudios de optimizacién del
método propuesto. También a partir de ellas se prepararon los distintos
patrones de calibracién y se doparon las muestras de vino analizadas en

este trabajo.

Para la validacion del procedimiento propuesto se utilizaron
muestras de vinos comerciales correspondientes a vino blanco de la
variedad “verdejo” y tinto de la variedad “tempranillo”. Con la
finalidad de alargar la vida del cartucho MEPS, las muestras de vino
fueron filtradas con un filtro de membrana de nailon (Millipore) de 0.45

pm antes de ser sometidas a la etapa de microextraccion.
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3.2.Instrumentacién MEPS-PTV-GC-uECD
3.2.1.Microextraccién con sorbentes empaquetados

La microextracciéon con sorbentes empaquetados se llevé a cabo de
manera manual mediante un sistema dispensador controlado
digitalmente (eVol®; SGE Europe Ltd., Kiln Farm Milton Keynes, Reino
Unido) que permite una amplia variedad de procedimientos para la
manipulacién de liquidos acoplado con una jeringa de 500 pL con una
aguja para microextraccion con sorbentes empaquetados que tiene
ensamblado un cartucho que contiene 4 mg de un sorbente sélido de
silice-Cis (45 pm de didmetro medio de particula y 60 A de tamafio

medio de poro).

Las condiciones 6ptimas que se fijaron para las diferentes etapas del

proceso de microextraccion fueron las que se detallan a continuacion.

El BIN o cartucho que contiene el sorbente sélido, es acondicionado
con 500 pL de etanol y a continuaciéon con otros 500 pL de agua
ultrapura. Posteriormente, se lleva a cabo la extracciéon de los analitos de
la muestra tomando y desechando diez ciclos de 500 pL de la muestra de
forma que el volumen total de muestra sometido al proceso de
extraccion es de 5 mL. A continuacién, se realiza una etapa de lavado en
dos fases con 500 pL de una disolucién acuosa al 1 % de KHCOs y con

otros 500 uL de agua ultrapura.

Para eliminar los restos de agua en el cartucho se lleva a cabo una
etapa de secado con aire y finalmente los analitos se eluyen con 50 pL de
etanol. Esta fraccion se deposita en un vial de vidrio (12 mm de didmetro
x 32 mm de altura) provisto de un inserto cénico en su interior con un

volumen 250 pL. Este vial es el que se coloca en el sistema de inyeccion
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del cromatografo de gases. Tanto los viales como los insertos son

proporcionados por la casa comercial Scharlau (Barcelona, Espafia).

Todas las etapas del proceso de microextraccion con sorbentes
empaquetados, excepto la etapa de secado, se desarrollan a una
velocidad de 18 pL s que es la minima permitida por el dispositivo.
Para la etapa de secado se selecciona una velocidad de 300 pL s que es
la maxima permitida por el dispositivo. El conjunto de etapas que
componen una extraccion MEPS requiere aproximadamente unos 15

minutos. En la figura 1 se muestra un esquema del proceso completo.

Acondicionamiento

1) 500pL de etanol
2) 500 pL de agua

4

Adsorcion
10 x 500 pL de muestra

4

1) 500pL de unadisolucién
acuosaal 1% de KHCO;

2) 500uL de agua
Secado

10 x 500 pL de aire

Elucion
'

Lavado

50 pL de etanol

4

Lavado final
500 pL de etanol

Figura 1: Esquema del proceso de extraccion mediante MEPS



IV. MEPS-PTV-GC-uECD. Haloanisoles en vino 157

3.2.2. Sistema de inyeccién de muestras liquidas
La inyeccion de las muestras se realiza mediante un sistema
automaético de inyeccién de muestras liquidas (Agilent Technologies
7683, Waldbronn, Alemania) con una jeringa para la inyecciéon de
liquidos de 10 pL que permite la inyeccién en el sistema cromatografico

de hasta 5 pL, volumen que se seleccion6 para esta aplicacion.

3.2.3. Inyector de temperatura programada
La muestra es transferida al sistema cromatografico por medio de un
vaporizador de temperatura programada (PTV) Agilent Technologies

6890 (CIS-4).

El PTV estd equipado con un liner relleno de Tenax-TA® de
dimensiones 71 mm x 2.0 mm y un volumen interno de 180 pL. Este
material es un polimero poroso de o6xido de 2,6-difenileno con
propiedades hidrofébicas disefiado para retener compuestos organicos
volatiles y semivolétiles especialmente en muestras con alto contenido

de humedad.

En el PTV, se seleccioné el modo de purga del disolvente (solvent
vent) y se inyectan 5 uL del extracto a una velocidad de 5 pL s mientras
el PTV se encuentra a una temperatura de 50 °C (esta temperatura se
mantiene mediante CO; liquido). La valvula de desecho permanece
abierta durante 0.5 minutos para permitir la eliminacién del disolvente y
el flujo de purga se fij6 en 50 mL min?. Después, y durante 1.5 minutos,
se cierra la valvula de desecho y se aumenta la temperatura del PTV
hasta 250 °C a una velocidad de 12 °C s, produciéndose la transferencia
de los analitos al sistema cromatogréfico de forma rapida. El tiempo de

inyeccion se fij6 en 1.5 minutos.
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3.2.4. Cromatdgrafo de gases
El anélisis cromatografico se llev6 a cabo mediante un cromatégrafo

de gases de Agilent Technologies modelo 7890A.

Las condiciones de medida cromatografica optimizadas fueron las
que se detallan a continuacién: la columna cromatografica seleccionada
por ser aquella con la que se obtenian los mejores resultados, fue la
SLB™-IL59, de medidas 30 m x 0.25 mm x 0.2 um; el gas portador
utilizado fue helio N50 (pureza de 99.999 %; Air Liquide) a un flujo

constante de 1.5 mL min-.

El horno del cromatégrafo se mantiene a una temperatura de 70 °C
durante 2 min y después se incrementa hasta los 110 °C a una velocidad
de 95 °C min; en una segunda rampa la temperatura aumenta hasta los
150 °C a una velocidad de 65 °C min? que se mantiene hasta el final del

cromatograma (aproximadamente 20 minutos).

3.2.5.Columnas de liquidos iénicos

Los estudios de cromatografia con liquidos iénicos se llevaron a cabo
con distintas fases estacionarias suministradas por la casa Supelco a
través de Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemania) dentro del proyecto
SILEP (Supelco Ionic Liquid Evaluation Program). En concreto se evaluaron
cuatro columnas capilares de silice fundida (30 m x 0.25 mm x 0.2 um)
que presentan fases no ligadas de diferentes liquidos ionicos. Las
utilizadas en este trabajo estan constituidas por los liquidos i6nicos que

se recogen en la tabla 1.
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Tabla 1: Liquido iénico de la fase estacionaria de cada una de las columnas estudiadas
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3.2.6.Micro-detector de captura electronica
El detector utilizado es un micro-detector de captura electrénica
(LECD) de Agilent Technologies 7890A GC con una fuente de radiacién
de ®Ni. Los pardmetros seleccionados en este estudio fueron una
temperatura de deteccién de 290 °C y un flujo auxiliar de gas de 10 mL

min-. El gas utilizado es nitrégeno (99.999 %; Air Liquide).

3.2.7.Analisis de datos
La recogida de los datos cromatograficos se realizé con el software

GC ChemStation, versién Rev.B.04.02 SP1 [212] de Agilent Technologies.



IV. MEPS-PTV-GC-uECD. Haloanisoles en vino 161

3.2.8. Método optimizado MEPS-PTV-GC-uECD
Las condiciones experimentales 6ptimas de todos los médulos que
componen la configuraciéon instrumental utilizada en este trabajo se

muestran en la tabla 2.

Tabla 2: Condiciones experimentales del método optimizado

MICROEXTRACCION CON SORBENTES EMPAQUETADOS

Sorbente empaquetado Silice-Cis
Acondicionamiento 500 kL etanol
500 pL agua
Adsorciéon 10 x 500 pL. muestra
Lavado 500 pL agua 1 % KHCO;
500 pL agua
Secado 10 x 500 pL aire
Elucion 50 uL etanol
Lavado final 500 pL etanol
INYECTOR DE TEMPERATURA PROGRAMADA

Liner Liner relleno de Tenax-TA®
Flujo de purga 50 mL min!
Tiempo de purga 0.55 min
Modo de inyecciéon: ~ Tiempo de inyeccion 1.5 min
Solvent Vent Flujo de limpieza 100 mL min-
Temperatura 50 °C
Rampa 12 °C s hasta 250 °C

CROMATOGRAFO DE GASES
Columna SLB™L-IL59
Temperatura inicial 70 °C
Horno Rampa 1 95 °C min! hasta 110 °C
Rampa 2 65 °C min! hasta 150 °C

MICRO-DETECTOR DE CAPTURA ELECTRONICA

Temperatura detector 290 °C

Flujo de gas auxiliar (N2) 10 mL min
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1.Variables que afectan al proceso de microextracciéon con
sorbentes empaquetados

En el proceso de microextraccién con sorbentes empaquetados, la

eleccion tanto del sorbente contenido en el cartucho de la jeringa como la

del disolvente utilizado para la elucién de los analitos retenidos en el

mismo es fundamental y debe llevarse a cabo de forma previa a la

optimizacion del resto de variables que condicionan la extraccion.

4.1.1. Sorbente empaquetado
Para la eleccion del sorbente adecuado de relleno del cartucho de la
jeringa de MEPS, se tuvo en cuenta la naturaleza hidrofébica de los
haloanisoles, cuyos valores de log Kow son 3.9 para el TCA, 4.2 para el
TBA, 4.5 para el TeCA y 5.0 para el PCA [33]. Estos valores hacen
aconsejable la utilizacion de sorbentes hidrofébicos, y entre ellos, se

selecciond el Cis.

4.1.2. Disolvente de elucién

Se estudiaron tres disolventes diferentes: etanol, metanol y acetato de
etilo. Para cada uno de los disolventes, se realizaron tres
microextracciones de una misma disolucion de los analitos en una
concentracion de 0.3 pg L1 Las sefiales obtenidas con los tres
disolventes fueron similares. En la figura 2 se representan las dreas de
pico de los cuatro haloanisoles para cada uno de los disolventes
estudiados. Se observa que, a pesar de no existir grandes diferencias, las

sefiales obtenidas con etanol son las més elevadas.



IV. MEPS-PTV-GC-uECD. Haloanisoles en vino 163

14

B EtOH
<t
S 12 @ MeOH
g 101 @ AcEt
<

[oe]
1

[e]

N
1

TCA TeCA TBA PCA

Figura 2: Area de pico para cada compuesto en la elucion con etanol, metanol y acetato
de etilo

Se decidi6 utilizar etanol como disolvente de extracciéon y se realizo

un estudio mas exhaustivo para confirmar su adecuacion.

La capacidad de este disolvente para extraer los compuestos
previamente retenidos por el sorbente empaquetado que contiene el
cartucho de la jeringa se determiné comparando las sefiales obtenidas a
partir de la inyeccién directa de una disolucién de los analitos en etanol
y las sefiales obtenidas para esa misma disolucién, pero pasadas a través
del cartucho de MEPS. Concretamente, se prepar6 una disolucién de 5
ng L1 de haloanisoles en etanol y 5 pL de la misma se inyectaron
directamente en el sistema cromatogréfico (ID). La experiencia a través
del cartucho se realiz6 con dos volimenes diferentes (500 uL y 2 mL) de
forma que se aspiraron los voliumenes correspondientes vy,
posteriormente, se vertieron en un vial de forma que se recuperé el
volumen inicial. Si se toman como referencia las sefiales obtenidas a
partir de la inyeccién directa de la disoluciéon de los compuestos en
etanol y se normalizan las sefales de las disoluciones pasadas a través

de la jeringa de microextraccién, los porcentajes de recuperacion
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superan en todos los casos el 90 % (tabla 3).

Tabla 3: Porcentajes de recuperacion obtenidos para las pruebas de 500 uL y 2 mL

TCA TeCA TBA PCA
500 puL 96 92 93 91
2mL 94 95 94 91

Estos resultados ponen de manifiesto que el etanol es un disolvente
adecuado para la eluciéon de los haloanisoles preconcentrados en un

cartucho de Cis.

4.1.3. Volumen de muestra
El volumen de muestra que se hace pasar a través del dispositivo
MEPS se estudi6é para valores entre 1 y 8 mL. La experiencia se realizé
preconcentrando diferentes volimenes de una disolucién de 1 pg L de
los cuatro haloanisoles en agua ultrapura al 12 % de etanol y eluyendo
con 50 pL de etanol; el estudio se realiz6 por triplicado. En la figura 3 se
observa que la sefial analitica aumenta de forma aproximadamente

lineal hasta los 7 mL y se estabilizaba a partir de ese volumen.

50
<ro —o— TCA
a0 | —— TecA
T —= TBA

304 —&— PCA

0 T T T T
0 2 4 6 8

Volumen de muestra (mL)

Figura 3: Area de los picos cromatogrificos de los cuatro haloanisoles para diferentes
voliimenes de muestra
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Con los datos obtenidos con esta experimentaciéon se calculd la
eficacia de la extraccion de los compuestos para cada uno de los
volimenes. La recuperacién del proceso total (adsorcion y elucion) se
puede estimar calculando la relacion entre las sefiales obtenidas para
una disolucion alcohélica (12 % etanol) sometida al proceso de
microextraccion (Sefial meps) y las obtenidas a partir de una inyeccion
directa (Sehal 1p) de una disolucién de la misma concentraciéon de los
analitos en el disolvente de elucién segin la ecuaciéon que se muestra a

continuacion:

Sefialgps

~ \
SenaIID . muestra

V

-100

elucion
donde, Vimuestra/ Velucisn determina la relacion de fases.
En la figura 4 se representan los valores de recuperacion (%) para los

distintos volimenes y para cada uno de los cuatro haloanisoles.

70

60 A

Rendimiento (%)
[6)]
o

40 -
30 A
—e— TCA
20 { —— TeCA
10 1 —— TBA
—eo— PCA
0 T T T T
0 2 4 6 8

Volumen muestra (mL)

Figura 4: Porcentaje de recuperacion para cada compuesto en funcion del volumen de
muestra sometido al proceso MEPS
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Para tres de los cuatro compuestos se obtuvieron valores
relativamente constantes de recuperacioén para los diferentes volimenes
de muestra hasta los 7 mL, volumen a partir del cual la recuperaciéon
comenzaba a descender en todos los casos. En particular, para los
compuestos TBA y PCA la recuperacion hasta ese volumen presentaba
valores de entre 57 y 62 % siendo ligeramente menores en el caso del
TeCA pero sin bajar del 54 % (tabla 4). Algo particular es el caso del
TCA, el compuesto menos polar. Para este compuesto, la recuperacion

cae desde un primer momento al ir aumentando el volumen de muestra.

Tabla 4: Porcentajes de recuperacion para cada compuesto y para cada volumen de

muestra
Volumen de TCA TeCA TBA PCA
muestra (mL)
1 58.9 57.2 56.9 62.5
2 58.5 58.2 58.6 61.2
3 56.6 57.4 58.8 59.9
4 51.4 56.7 62.3 62.4
5 48.1 55.3 59.6 60.4
6 47.0 54.6 60.0 60.0
7 44.7 54.1 60.6 59.8
8 36.7 474 55.1 52.9

Teniendo en cuenta, por un lado, los valores obtenidos de sefial
analitica y recuperacién y por otro, el tiempo necesario para llevar a
cabo el muestreo, se escogié como solucién de compromiso un volumen
de 5 mL ya que volimenes mayores alargaban mucho el tiempo total de

analisis.

4.1.4. Velocidades de aspiracion y descarga
Se probaron las diferentes velocidades permitidas por la jeringa

automatica de MEPS (entre 18 y 300 pL s?). Se seleccion6 la menor de
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ellas tanto para la aspiracién como para la descarga ya que el resto de
velocidades no aseguraban una toma de volumenes de muestra

reproducibles.

4.1.5. Disolucién de lavado
La finalidad de la etapa de lavado consiste en la eliminacién de
posibles compuestos presentes en las muestras que pueden interferir

posteriormente en la elucion y deteccién de los analitos de interés.

Esta etapa, por tanto, cobra especial importancia cuando se analizan
muestras de vino, para las cuales, un anico lavado del cartucho con agua
ultrapura tras la etapa de muestreo resulta insuficiente para eliminar las
interferencias. Se realizaron varios lavados consecutivos con agua
ultrapura pero no se consiguié disminuir la sefial interferente generada

por la matriz.

Con el propésito de solucionar este problema se estudiaron diferentes
disoluciones de lavado consistentes en mezclas de agua y metanol en
distintas proporciones con un contenido de hidrégeno carbonato
potasico (KHCOs;) del 1 %. Mezclas similares se han utilizado en el
proceso de limpieza de muestras de vino en metodologias de extraccién
similares a la microextraccién con sorbentes empaquetados [33]. En la
figura 5 se muestran los cromatogramas correspondientes a los extractos
de muestras de vino dopado, sometidos al proceso de preconcentraciéon
mediante MEPS, cuyo proceso de lavado se realiz6 con disoluciones
acuosas de hidrégeno carbonato potédsico conteniendo 0, 30 y 70 % de

metanol.
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Figura 5: Cromatogramas correspondientes a un vino blanco dopado a una
concentracion de 0.7 ug L1 y lavado con agua con 1 % de KHCOs y diferentes
porcentajes (v/v) de metanol (columna SLB™-IL100).
1: TCA; 2: TeCA; 3: TBA; 4: PCA
Se observd que una elevada concentracion de metanol (70 %)

arrastraba una fraccion importante de los analitos retenidos. Una menor

concentracion de este disolvente (30 %), sin embargo, proporcionaba los
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mismos resultados que una disolucién en la que no se afadia este
compuesto. Por lo que se seleccioné como disoluciéon de lavado una de

agua ultrapura con un contenido del 1 % de KHCO:s.

Finalmente, como lavado 6ptimo del cartucho se opt6é por un doble
lavado; en primer lugar, un volumen de 500 pL de una disolucion
acuosa de KHCOs al 1 % y, en segundo lugar, 500 pL de agua ultrapura.
La finalidad de este segundo lavado es eliminar la mayor parte de la sal
de la disolucién anterior que pudiese haber quedado retenida en el

cartucho.

4.1.6. Volumen de elucién
Los bajos niveles de concentracién en los que se deben cuantificar los
analitos estudiados obligan a proponer esquemas de preconcentracion
en los que se obtenga el maximo aumento de sefial posible. Con el
volumen de muestra seleccionado, 5 mL, la maxima sensibilidad se
conseguird eluyendo los analitos con la minima cantidad de etanol
posible siempre que la fraccion extraida de los mismos fuese

suficientemente elevada.

Para ello, se llevé a cabo un estudio del volumen de elucién en el que
una disolucién alcohélica (12 % etanol) de 0.3 pg L1 de cada uno de los
haloanisoles se someti6 al proceso optimizado de MEPS y en la etapa de

elucién se seleccionaron diferentes volimenes de etanol: 50, 70 y 100 pL.

En la figura 6 se muestran las sefiales obtenidas para los cuatro
compuestos estudiados con los diferentes volimenes de elucion. Puede
observarse que las mayores sefiales analiticas corresponden al menor de

los voltimenes estudiados.
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Figura 6: Sefial obtenida en la primera elucion con cada uno de los tres voliimenes para
los cuatro haloanisoles

Para comprobar la fraccion de analitos que permanece en el

dispositivo MEPS tras esta etapa, después de cada una de las eluciones

anteriores se realizaron otras tres eluciones consecutivas con el mismo

volumen teniendo un total de cuatro eluciones con cada uno de ellos.

A la suma de la sefal obtenida para cada compuesto en las cuatro
eluciones consecutivas se le asigné el valor del 100 % y se calcul6 el
porcentaje extraido de cada compuesto en la primera y en cada una de

las eluciones sucesivas (tabla 5).
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Tabla 5: Porcentajes de recuperacion obtenidos en las cuatro eluciones consecutivas y
con los tres voliimenes estudiados: 50, 70 y 100 p

TCA TeCA TBA PCA
12 elucién
50 uLL 75.9 75.8 74.6 71.6
70 uL 81.0 80.0 79.0 75.6
100 puL 82.0 80.8 79.8 76.4
27 elucion
50 uL 17.4 18.1 18.6 20.8
70 uL 14.0 14.6 14.8 18.0
100 pL. 11.9 124 12.9 14.9
37 elucion
50 uLL 43 44 49 55
70 uL 3.6 3.8 42 4.6
100 pL 3.1 34 3.8 43
42 elucién
50 uLL 24 1.7 1.9 2.0
70 uL 14 1.6 2.1 1.7
100 pL 3.0 3.3 3.5 45

En la figura 7 se representa el porcentaje de recuperacién de cada uno
de los compuestos estudiados correspondiente a las tres primeras

eluciones con cada uno de los volimenes estudiados.
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Figura 7: Porcentajes de recuperacién obtenidos a partir de las tres primeras eluciones
con 50, 70 y 100 uL para cada uno de los cuatro haloanisoles
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Con estos resultados, se eligi6 un volumen de elucién de 50 uL ya
que a pesar de que el porcentaje de extraccion conseguido es
ligeramente inferior al conseguido con los volimenes de 70 y 100 pL, la
sefial analitica que se obtiene en el primer caso es mas alta (figura 6) que
en los otros dos. Eluyendo con 50 pL se consigue el factor de
concentracion mads alto y, por tanto, la méxima sensibilidad para el

procedimiento propuesto.

Se estudié también la posibilidad de realizar el proceso de elucién en
dos pasos. Se toman en primer lugar 20 uL de etanol y se descargaron en
el vial de anélisis y a continuacién se toman 30 pL. del mismo disolvente
y se afiadieron a la alicuota anterior completando de esta manera un
volumen de 50 pL. El interés de esta elucién fraccionada residia en
estudiar si por medio de un doble paso de disolvente a través del
cartucho se conseguia eluir un mayor porcentaje de los analitos
retenidos. Sin embargo, no se conseguia una mejora de las sefales

obtenidas y se descart6 la utilizaciéon de la elucién en dos pasos.

4.1.7.Efecto de memoria del proceso MEPS

Cuando se eluye con 50 pL de etanol, una porcién de los analitos
permanece retenida en el cartucho. Normalmente, con la etapa de
acondicionamiento del cartucho, en la que se hacen pasar a través del
mismo 500 pL de etanol, estas pequefias cantidades de compuestos se
eliminan. A pesar de ello, para asegurar la eliminacién y dejar limpio el
cartucho entre un analisis y el anterior, en el proceso de microextraccion
optimizado se realiza una etapa final de lavado adicional con 500 pL de

etanol evitando asi problemas acarreados por el efecto memoria.

No obstante, para comprobar la existencia o no de este efecto
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memoria se realiz6 una experimentacion que consistia en la
preconcentracion de una muestra con los analitos en una concentracion
muy elevada. Posteriormente se realiza el lavado propuesto y a
continuacién se lleva a cabo la elucién de los posibles compuestos atn

retenidos en el cartucho con una fraccién de 50 pL de etanol.

Se realizaron, por tanto, tres inyecciones; en primer lugar, la
inyeccion de una disolucién alcohélica (12 % etanol) de 4 pg L de cada
uno de los haloanisoles extraida mediante MEPS con el método
optimizado. Una segunda inyeccién del lavado realizado con etanol (500
uL) y por dltimo una inyeccién de una fracciéon de 50 puL de etanol
pasada por el dispositivo de MEPS tras el lavado y que contendria los
compuestos que hubiesen quedado sin arrastrar. Los resultados de esta
experiencia corresponden a la columna SLB™-IL100. En la figura 8 se

muestran los cromatogramas correspondientes a esta experiencia.



174 IV. MEPS-PTV-GC-uECD. Haloanisoles en vino

5 2 3
o A
N
T 50 4
40
30
20
1
10
N — l '
2 4 6 8 10
Tiempo (min)
<
5 10 B
N 1 2 3 4
T — N A A A
2 4 6 8 10
Tiempo (min)
L 10
2 C
= . ! 2 3
2 4 6 8 10

Tiempo (min)

Figura 8: Cromatogramas correspondientes a: A) Disolucion de 4 ug L de haloanisoles
en agua con 12 % etanol; B) lavado final con 500 uL etanol tras la preconcentracion
anterior; C) 50 uL etanol tras el lavado final.

1: TCA; 2: TeCA; 3: TBA; 4: PCA

Tomando como referencia la sefial obtenida en la primera inyeccion,
correspondiente al proceso MEPS de la disolucién de los haloanisoles
(cromatograma A), se calcularon los porcentajes de haloanisoles
contenidos en el lavado y en el etanol inyectado tras el lavado
(cromatograma B y C, respectivamente), cuyos valores se muestran en la

tabla 6.
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Tabla 6: Porcentajes de haloanisoles encontrados en el lavado y en el etanol tras el
lavado con respecto a la sefial obtenida en la extraccion

TCA TeCA TBA PCA
% en el lavado (500 38 31 28 3.1
UL etanol)
% en 50 pL etanol 0.9 0.8 0.5 0.7

tras el lavado final

El efecto memoria, es decir, la cantidad de compuestos en el etanol
inyectado tras el lavado, es menor al 0.9 % para todos los compuestos,
por lo cabe afirmar que el efecto de memoria es practicamente

despreciable.

4.2.Variables que afectan al sistema PTV-GC-uECD

Con el fin de seleccionar las condiciones de andlisis 6ptimas, se
realiz6 un estudio de las variables instrumentales del inyector de
temperatura programada (PTV), el cromatégrafo de gases (GC) y el

micro-detector de captura electrénica (p-ECD).

4.2.1. Condiciones del inyector de liquidos
Para el estudio del volumen 6ptimo de inyeccion se inyectaron en el
sistema cromatografico volimenes comprendidos entre 1y 15 uL de una

disoluciéon de 100 ug L1 de los cuatro haloanisoles en etanol.

Para realizar este estudio, se utilizaron dos jeringas diferentes, una de
10 uL que permitia la inyeccion de volimenes entre 1y 5 pL y otra de 50
uL que permitia inyectar un rango de volimenes entre 1 pL y 25 pL.
Aunque con esta dltima jeringa habria sido posible realizar todas las

pruebas, la jeringa de 10 uL es mas precisa para volimenes bajos.

La sefial aumentaba a medida que lo hacia el volumen de inyeccién;
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sin embargo, la morfologia de los picos asi como la simetria de los
mismos empeoraba considerablemente para los dos volumenes mas
elevados (10 y 15 pL) los picos presentaban colas delanteras e incluso la

sefial del primer compuesto presentaba un doble pico (figura 9).
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Figura 9: Cromatogramas registrados para una disolucion etandlica de los cuatro
haloanisoles inyectando 10 uL (parte superior) y 15 uL (parte inferior) con la columna
SLB™-[L76.

1: TCA; 2: TeCA; 3: TBA; 4: PCA

Finalmente, como volumen 6ptimo de inyeccién se seleccioné 5 uL

utilizando la jeringa de 10 uL para los estudios posteriores.
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4.2.2. Condiciones del inyector de temperatura programada

En el inyector de temperatura programada se seleccion6 el modo de
inyeccion solvent vent, modalidad que aprovecha las ventajas de enfoque
de la inyecciéon en frio junto con la eliminaciéon controlada del
disolvente. Las caracteristicas de este tipo de inyecciéon son las mas
adecuadas para el andlisis de los compuestos objeto de estudio. Las
concentraciones a las que se necesita detectar los haloanisoles son muy
bajas y, por lo tanto, un modo de inyeccién que permita llevar a cabo
una preconcentraciéon de los mismos resulta muy conveniente. Por otra
parte, la diferencia entre los puntos de ebullicion de los compuestos,
comprendidos entre los 241 y los 309 °C, y el punto de ebulliciéon del
etanol, 78.3 °C, permite eliminar en la etapa de venteo gran parte de este
disolvente. Los estudios con otros modos de inyeccién se limitaron a las
primeras inyecciones de los compuestos para controlar los tiempos de

elucién de cada uno de ellos.

La temperatura inicial del PTV se seleccioné entre un rango de
temperaturas entre 40 y 70 °C. El area de los picos disminuye a medida
que la temperatura inicial aumenta; sin embargo, la reproducibilidad
entre inyecciones para la temperatura de 40 °C era ligeramente inferior a
la del resto de temperaturas estudiadas debido a la diferencia con la
temperatura inicial del horno cromatografico (70 °C). Se escogid

finalmente como temperatura inicial del PTV 50 °C.

Como temperatura final de calentamiento del inyector de
temperatura programada se seleccioné la maxima permitida por el liner
de vidrio vacio con el que se realizaron gran parte de los estudios de

optimizacion del método, 250 °C. Esta temperatura es compatible
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también con el resto de los liners utilizados en el estudio. De la misma
manera, se selecciond para la rampa de calentamiento del liner la mas

alta permitida, 12 °C s

En cuanto al flujo de venteo, se realiz6 un estudio con tres valores de
flujo diferentes; 50, 75 y 100 mL min?, y no se observaron grandes
diferencias en la resolucién o altura de los picos, por lo que se selecciond
un flujo de venteo de 50 mL min?, suficiente para conseguir una buena

eliminacién del disolvente que se inyectaba con la muestra.

En cuanto al tipo de liner, se realizé un estudio comparativo de la
sefial obtenida para los cuatro compuestos de interés cuando se utilizan
un liner de vidrio vacio en zigzag y un liner de vidrio relleno de Tenax-
TA®. En la figura 10 se muestran los cromatogramas obtenidos a partir
de dos inyecciones de una misma disolucién de los haloanisoles con
cada una de ellas con uno de los liners. Con el liner de Tenax-TA® se
conseguian mayores sefiales para los cuatro compuestos de interés,
especialmente para el 2,4,6-tricloroanisol, por lo que se seleccioné este

altimo para el método optimizado.
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Figura 10: Comparacion de los cromatogramas obtenidos a partir de dos inyecciones de
una misma disolucion de los cuatro haloanisoles con un liner vacio en zigzag y otro
relleno de Tenax-TA® (columna SLBT™M-]L76)

1: TCA; 2: TeCA; 3: TBA; 4: PCA

4.2.3.Condiciones de la separacién cromatografica
La separacion cromatografica de los compuestos de interés se llevo a
cabo con columnas capilares con diferentes fases estacionarias de
liquidos iénicos. En concreto se estudiaron cuatro columnas diferentes

de silice fundida (30 m x 0.25 mm x 0.2 pm).

De acuerdo con el procedimiento de Mondello y colaboradores
(basado en los valores de la Constante de McReynolds) [27] la fase
estacionaria SLB™-IL100 puede definirse como extremadamente polar,
la SLB™-]L76 como altamente polar, mientras que las columnas SLB™-
IL61 y SLB™-IL59 se corresponden con columnas de polaridad media.
Los haloanisoles son compuestos de polaridad media y con puntos de

ebullicién altos (tabla 7) y, por lo tanto, este tipo de columnas deberia
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resultar especialmente adecuado para su separacion.

Tabla 7: Logaritmos de la constante de particion octanol-agua (logKsw) y puntos de
ebullicion de los cuatro haloanisoles

TCA TeCA TBA PCA
logKow 3.9 4.2 45 5.0
T* ebullicién (°C) 246 286.9 298 321.5

Las cuatro columnas de liquidos iénicos se evaluaron en términos de
eficiencia, resolucién y simetria de pico en la separacién de los cuatro

estandares puros de los haloanisoles estudiados.

En primer lugar, se evaluaron las diferentes columnas en términos de
eficiencia. Para ello, se calculan los valores del niimero de platos teéricos

(N) a partir de la expresion:

2
N :5.545-[ e j
Wos

donde, tr es el tiempo de retenciéon de los analitos y wos la medida de la

anchura del pico a la mitad de la altura.

La altura equivalente de un plato teérico (HETP), representada como

H.yp, para cada columna, se calcul6 a partir de la siguiente ecuacion:

donde L es la longitud de la columna cromatogréfica expresada en

milimetros.

El calculo de la mejor eficacia tedrica posible que se puede obtener
para una columna dada se denomina altura equivalente minima de plato

tedrico, Huin. Este valor se calculé mediante la ecuaciéon de Golay [38]
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utilizando los valores de los factores de retencién (k) y el radio interior

de la columna (7).

siendo k=

3-(L+k) t

| :r'Jl+6-k+1Lk2 t, —t,

En la tabla 8 se recogen los valores de los parametros mencionados
anteriormente para los cuatro haloanisoles con cada una de las columnas

estudiadas.

Tabla 8: Valores de N, k, Hexp, Hmin y UTE % para los cuatro haloanisoles en las
cuatro columnas

TCA TeCA TBA PCA
SLB™-IL100
N 20065 63718 72885 91729
k 121 1.85 2.39 3.04
Hexp (mm) 1.495 0.471 0412 0327
Hynin (mm) 0.161 0.179 0.188 0.196
UTE (%) 11 38 46 60
SLB™.-IL76
N 34019 65686 85251 98233
k 1.79 2.89 3.97 493
Hexp (mm) 0.882 0.457 0.352 0.305
Hunin (mm) 0.177 0.195 0.204 0.210
UTE (%) 20 43 58 69
SLB™.-IL61
N 117026 117150 124013 132728
k 1.75 298 4.69 6.35
Hexp (mm) 0.256 0.256 0.242 0.226
Hynin (mm) 0.176 0.196 0.209 0.216
UTE (%) 69 76 86 95
SLB™.-IL59
N 89291 142993 125736 126997
k 1.81 335 471 6.38
Hexp (mm) 0.336 0.210 0.238 0.236
Hynin (mm) 0178 0.199 0.209 0216

UTE (%) 53 95 88 91
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Puede observarse que el nimero de platos tedricos aumenta a medida
que disminuye la polaridad de la fase estacionaria. Asi, por ejemplo,
para el compuesto TBA, las dos columnas més polares presentaban un
nimero de platos de 72885 (SLB™-IL100) y 85251 (SLB™-IL76). Sin
embargo, los valores para este mismo compuesto en las columnas menos
polares (SLB™-IL61 y SLB™-IL59) eran de 124013 y 125736,

respectivamente.

De forma general los valores del factor de retencion también
aumentan al disminuir la polaridad de la fase estacionaria. Este
comportamiento resulta facilmente explicable si se considera, como se
ha mencionado anteriormente, que estos compuestos presentan una
polaridad intermedia. En las columnas més polares se produce una

retencion menor y, por tanto, los factores de retencién son méas bajos.

Se puede hacer una comparacion entre el rendimiento real y tedrico
de estas columnas calculando la relacién entre los valores de altura
equivalente minima de plato tedrico y experimental, Hum y Hexp,
respectivamente. Esta comparacion tiene relacién con la utilizaciéon de la

eficiencia teérica (UTE %) que puede expresarse como:

UTE% = :"”” -100

exp

Los valores de UTE % generalmente se encuentran entre el 60 y 90 %,
indicando cémo se acerca el rendimiento real al posible teérico [39]. Las
columnas polares tienen valores méas bajos de este pardmetro que las no
polares debido a que es mas dificil alcanzar un recubrimiento uniforme
con fases estacionarias polares. Los resultados obtenidos en este estudio

concuerdan con este comportamiento, siendo las columnas de polaridad
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media las que presentan eficiencias mas elevadas, mientras que las

columnas maés polares presentan valores mas bajos.

Las dos columnas mds polares en ningin caso presentan valores
superiores al 70 % para este parametro y, sin embargo, las columnas
SLB™-]L61 y SLB™-IL59 alcanzan valores de hasta el 95 % para los

compuestos PCA y el TeCA, respectivamente.

Las cuatro columnas han sido ademds evaluadas calculando la
resolucion y simetria de pico. En la figura 11 se muestran los
cromatogramas obtenidos para la separaciéon de los cuatro haloanisoles
objeto de estudio en las cuatro columnas, desde la de mayor a la de
menor polaridad. Todas las columnas muestran una buena selectividad

para este grupo de compuestos.
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Figura 11: Cromatogramas de los cuatro haloanisoles con la misma concentracion en
las cuatro columnas de liquidos ionicos estudiadas.
1: TCA; 2: TeCA; 3: TBA; 4: PCA

Como era de esperar, el tiempo de retenciéon aumenta a medida que

la polaridad de la fase estacionaria decrece.
La resolucion cromatografica se calculd utilizando la siguiente
expresion matematica:

t., —t
R2 R1

R, =2 R2_RL
Wb1+Wb2
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donde, fr1 y tr2 son los tiempos de retenciéon de dos compuestos que
eluyen consecutivamente y wy1 y wi2 sus correspondientes anchuras de

pico en la base.

El factor de asimetria (FA) en las columnas de liquidos iénicos es
también un aspecto importante que debe tenerse en cuenta. El calculo de
este parametro se realiza utilizando el software del equipo a partir de la
siguiente expresion matematica:

FA — WO.OS
2.

tomando, para ello, el valor de la anchura de pico al 5 % de la altura del
mismo (wos) y la distancia desde el maximo de pico al frente del pico

medida también a una altura del 5 % sobre la linea base (f).

En la tabla 9 se muestran los valores de resolucién obtenidos para las
diferentes columnas. En todos los casos se obtuvo una resolucién de

pico adecuada.

Tabla 9: Resolucion cromatogrifica (Rs) y factor de asimetria (FA) calculado en las
columnas estudiadas

TCA TeCA TBA PCA
SLB™-]L.100
Rs 11.8 114 125
FA 0.69 0.73 0.76 0.77
SLB™.-IL76
Rs 18.0 16.8 13.3
FA 0.65 0.72 0.76 0.78
SLB™-IL61
R 31.3 30.7 229
FA 0.75 1.00 1.01 1.02
SLB™-IL59
Rs 36.8 247 225

FA 0.80 1.02 1.02 0.97
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Las dos columnas de mayor polaridad presentan valores del factor de
asimetria claramente inferiores a 1, lo que demuestra la existencia de
picos con importantes colas anteriores. En estas fases, los compuestos
presentan una retencion débil. En cambio, las otras dos fases
estacionarias presentan un comportamiento muy parecido con valores
cercanos a 1, lo que equivale a una gran simetria de pico. En todos los
casos, el analito que presenta un mayor grado de colas anteriores es el
que menos se retiene, el TCA. El resto de los analitos presenta un

comportamiento practicamente gaussiano.

Estos resultados demuestran que cualquiera de las cuatro columnas
estudiadas permitiria una adecuada separacién de los compuestos. Los
mejores resultados en cuanto a simetria de picos corresponderian a las
columnas menos polares, aunque se alarga considerablemente el tiempo
de analisis. La eleccion final de la columna mas adecuada esta
determinada por las posibles interferencias que generen los compuestos
presentes en la matriz del vino y que se extraigan conjuntamente con los

analitos de interés.

4.2.4. Condiciones del micro-detector de captura electronica
La respuesta del detector de captura electréonica a los compuestos de
interés esta afectada por la temperatura del detector y por el flujo de gas

auxiliar.

El estudio de la temperatura del detector se realiz6 para valores
comprendidos entre 225 y 325 °C. Se observé un aumento de la sefial
analitica al aumentar la temperatura del detector hasta alcanzar los 290
°C sin que el ruido del sistema se incrementase de forma significativa.

Para temperaturas mas altas las sefiales seguian aumentando pero el
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ruido del sistema aumentaba de forma considerable. Por ello, se fijo

como temperatura de trabajo del detector 290 °C.

Para la eleccién del valor méas apropiado del flujo de gas auxiliar, se
llevé a cabo una serie de inyecciones de una misma disolucién de los
compuestos con valores de este pardmetro comprendidos entre 10
(minimo valor recomendado por el fabricante) y 40 mL min-. Se observé
que a pesar de que la simetria de los picos no experimentaba cambios
importantes, si lo hacia la sefial obtenida siendo ésta mucho menor a
medida que se incrementaba el flujo de gas auxiliar. Los mejores
resultados en cuanto al area de los picos se obtuvieron con un flujo de
gas auxiliar de 10 mL min!, por lo que este se escogié como flujo

optimo.

4.3.Senales obtenidas con las condiciones optimas de MEPS-PTV-
GC-uECD

Una vez que todo el método se hubo optimizado, diferentes muestras

de vino se sometieron al proceso de andlisis utilizando las cuatro

columnas de liquidos i6énicos.

La figura 12 muestra los cromatogramas de una muestra de vino tinto
y de una disoluciéon patrén en las columnas mds y menos polar

respectivamente, la SLB™-IL100 y la SLB™-]L59.
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Figura 12: Interferencia de los compuestos de la matriz, vino (sefiales en rojo) con las
sefiales de los cuatro haloanisoles (sefial en negro) para las columnas SLB™-IL100 y
SLB™-]L59
1: TCA; 2: TeCA; 3: TBA; 4: PCA

A pesar de las diferentes disoluciones de lavado que se probaron,
puede observarse que no se consiguié una eliminacién total de la sefial
de la matriz. Asi, en el caso de la columna maés polar, la elucion conjunta
de algunos de los analitos estudiados con especies presentes en la matriz

de vino dificulta una adecuada cuantificaciéon de los compuestos de

interés.

De las cuatro columnas evaluadas, los mejores resultados en términos
de cuantificaciéon de los analitos de estudio se obtuvieron con la columna

SLB™L-]L59. En este caso, las medidas se encuentran préacticamente libres
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de interferencias excepto un pequefio pico que eluye en un tiempo de
retencion proximo al del 2,3,5,6-tetracloroanisol pero que no impide

realizar una cuantificacion adecuada de este tltimo.

A partir de estos resultados se decidi6 utilizar la columna SLB™-IL59
para proponer un método analitico basado en la separacion y

cuantificacién de haloanisoles en muestras de vino.

La figura 13 muestra un cromatograma correspondiente a un andlisis
mediante MEPS-PTV-GC-pECD para una muestra de vino dopada con

una concentraciéon de 20 ng L analizada con la columna SLB™-IL59.

(2]
3
T 10 TCA
A TeCA
9 v TBA
v PCA
8 %
8 10 12 14 16

Tiempo (min)

Figura 13: Cromatograma obtenido en el andlisis, siguiendo el procedimiento

propuesto, de un vino dopado con 20 ng L de cada uno de los haloanisoles.
Como se puede observar, el cromatograma presenta picos
cromatograficos correspondientes a especies presentes en el vino que,
como se ha comentado anteriormente, no se han conseguido eliminar
con los distintos procesos de limpieza de extractos ensayados. No

obstante, todos los compuestos estudiados se identifican bien en la
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matriz del vino y, ademads, pueden ser cuantificados de forma adecuada

a pesar de tratarse de un nivel bajo de concentracion.

4.4.Efecto de matriz

Un aspecto fundamental que es necesario evaluar para determinar la
aplicabilidad del método propuesto a la determinacién de haloanisoles
en muestras de vino es la existencia o no de efecto de matriz. Para ello,
diferentes muestras de vino (blancos y tintos), previamente filtradas, se
doparon a un nivel de 1 pg L' y se sometieron al proceso de
microextraccion con sorbentes empaquetados y posterior inyeccién en el

sistema cromatografico en las condiciones optimizadas en este estudio.

Las respuestas medidas (tres réplicas) a partir de las muestras de vino
dopadas se compararon con las de disoluciones alcohélicas (12 % etanol)
de la misma concentracién y no se encontraron diferencias significativas
entre ellas. Consecuentemente, la cuantificacién de los haloanisoles en
muestras de vino se podia llevar a cabo por medio de calibracion

externa.

Una vez que se comprobé que no existia efecto de matriz, se
analizaron muestras de vino comerciales correspondientes a vino blanco
de la variedad “verdejo” y tinto de la variedad “tempranillo” sin dopar
en las que no se encontré ninguno de los haloanisoles estudiados en
niveles de concentracion superiores a los limites de deteccion del

método propuesto.

4.5.Evaluacion del método analitico optimizado
Las concentraciones a las que los haloanisoles son percibidos por el

ser humano en un vino son del orden de los ng L. Por ello, para el
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calibrado, se prepararon disoluciones de cada uno de estos compuestos
en agua ultrapura al 12 % de etanol a ocho niveles de concentracion que

se encontraban entre 10 y 250 ng L-1; cada nivel se analiz6 por triplicado.

Cada una de las disoluciones anteriores se sometié al proceso
optimizado de MEPS-PTV-GC-pECD. Las caracteristicas analiticas del

método optimizado se muestran en la tabla 10.

Por medio del andlisis de la varianza se comprob¢ la validez de los
modelos lineales construidos y ninguno de ellos mostré fallo de ajuste.
El valor del coeficiente de determinacién (R2) se muestra en la tabla 10 y

resulté mayor de 0.9983 en todos los casos.

Los estudios de repetibilidad (6 réplicas en el mismo dia) y
reproducibilidad (3 réplicas cada dia durante 6 dias) se realizaron
utilizando en ambos casos disoluciones dopadas a un nivel de
concentracion de 50 ng L. En la tabla 10 se muestran los valores
obtenidos para los cuatro analitos estudiados en forma de desviaciéon
estandar relativa (RSD, %). Puede observarse que los valores de
repetibilidad son inferiores al 5 % mientras que la reproducibilidad del
método (que incluye la variabilidad entre dias) se encuentra entre el 7 y
el 10 %. Estos valores se pueden considerar satisfactorios teniendo en
cuenta que corresponden al método global en el que se produce un
proceso de extraccién y preconcentraciéon de los analitos en el MEPS
seguido de una preconcentracion adicional en el PTV (con eliminaciéon
de disolvente) y un posterior proceso de separacion en el sistema
cromatografico. Por otro lado, estos valores son del mismo orden o
incluso mejores que los obtenidos por otras técnicas de microextraccion

(SPME, SBSE o SDME) cuando se aplican a muestras dopadas con
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concentraciones similares de los haloanisoles estudiados [40].

Los limites de deteccién (LODs) y cuantificacion (LOQs) se muestran
en la tabla 10 y se encuentran en el rango entre 1.2 y 4.8 ng L1 y entre 4.0
y 16.0 ng L1, respectivamente, para disoluciones alcohélicas (12 % de
etanol). Se calcularon también ambos limites en muestras de vino,
encontrdndose en este caso los valores entre 2.1 y 8.3 ng L1 en el caso de
los limites de deteccion y entre 7.0 y 28.0 ng L en el caso de los de
cuantificacion. Los limites de cuantificaciéon son inferiores a 20 ng L en
disoluciéon y a 30 ng L1 en muestras de vino; los valores para cada uno
de los compuestos en ambas matrices se recogen en la tabla 10. Los
resultados ponen de manifiesto que el método propuesto permite
detectar los anisoles halogenados por debajo de su umbral de
percepcién en muestras de vino [40]. Por otra parte, debido a que solo el
10 % del extracto final (50 pL) se inyecta en el cromatoégrafo, es
razonable pensar que con el uso de un dispositivo de MEPS automatico
acoplado directamente a un inyector de temperatura programada (PTV),
que permitiria la inyeccién directa de todo el volumen extraido, estos
limites de detecciéon podrian mejorar. Finalmente, resaltar que estos
valores de limites de deteccién son similares a los obtenidos mediante
SPE y ligeramente mas altos que los obtenidos con otras técnicas de

preconcentracion como SPME, SDME y SBSE [40].

La precision del método propuesto se evalué mediante el cdlculo de
las recuperaciones aparentes para cada uno de los compuestos objeto de
estudio. Para ello, se doparon vinos con diferentes caracteristicas (vino
tinto y vino blanco) a diferentes niveles de concentracion (20 y 40 ng L)

y se analizaron siguiendo el método optimizado. Con los modelos de
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calibracién obtenidos se cuantificaron los cuatro haloanisoles en las
muestras de vino analizadas y en la tabla 10 se muestran las
predicciones y el intervalo de confianza de las mismas obtenidas con
calibraciéon externa expresadas en porcentaje. Se obtuvieron
recuperaciones de entre el 75 y el 95 % y entre el 85 y el 98 %,
respectivamente. Valores que se pueden considerar aceptables
considerando que ambas concentraciones se encuentran en la parte mas
baja de la recta de calibrado. Los resultados obtenidos para el nivel mas
bajo (20 ng L1) pueden explicarse teniendo en cuenta que corresponde a
un valor practicamente igual e incluso en algunos casos menor del limite
de cuantificaciéon del método propuesto para algunos de los compuestos
estudiados. Estos resultados ponen de manifiesto que la metodologia
propuesta en este trabajo es aplicable a la cuantificacion de haloanisoles

en muestras de vinos.

A partir de la experimentacion realizada en el apartado 4.1.3. para la
eleccion del volumen de muestra pasado por el MEPS, se puede calcular
la recuperacion absoluta del método propuesto, ya que en ella se
comparaba la sefial obtenida para una disoluciéon de 1 pg L1 de los
cuatro haloanisoles en agua ultrapura al 12 % de etanol y eluyendo con
50 uL de etanol con la obtenida a partir de una inyeccién directa de una
disolucion de la misma concentracion de los analitos en el disolvente de
elucion. En la tabla 10 se recogen los valores del porcentaje de
recuperacion para cada uno de los cuatro haloanisoles que se encuentran
entre 48.1 y 60.4 %, valores normales para este tipo de metodologias que
presentan etapas de preparacion de muestra en las que se realiza una

extraccion de los compuestos y posterior elucion.
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5. CONCLUSIONES

En el trabajo realizado se ha puesto a punto un método para la
determinacion de haloanisoles en vino en el que se propone el
acoplamiento de una técnica de extraccién y preconcentracion de
muestra basada en la microextraccion con sorbentes empaquetados
(MEPS) con la separacién de los compuestos mediante cromatografia de
gases (GC), utilizando columnas capilares de liquidos i6nicos (IL) como

fases estacionarias, y su posterior deteccion mediante captura electrénica

(LECD).

La microextracciéon con sorbentes empaquetados reduce el volumen
de muestra necesario para cada medida y elimina todo tipo de
tratamiento previo a la microextraccion ya que el vino directamente se
hace pasar a través del cartucho suprimiendo el uso de material
adicional. De la misma manera, el consumo de disolventes organicos se
reduce de forma significativa, siendo necesarios tnicamente 1 mL de
etanol para las etapas de acondicionamiento y limpieza del cartucho y

tan s6lo 50 pL para la elucién de los analitos retenidos en el mismo.

Las cuatro columnas capilares de liquidos iénicos utilizadas como
fases estacionarias permiten una separacion adecuada de los
compuestos estudiados. Sin embargo, las sehales generadas por la
matriz del vino dificultan, en algunos casos, la cuantificacion de los
analitos. De las cuatro columnas estudiadas, la SLB™-IL59 permite una
adecuada separacion de los compuestos y de las especies presentes en la
matriz de forma que se puede realizar la cuantificacion de los analitos
sin necesidad de llevar a cabo largos y laboriosos procesos de

pretratamiento de muestra. Conviene sefialar, sin embargo, que se han
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observado problemas de estabilidad en algunas de las columnas
estudiadas. Las fases estacionarias no estdn enlazadas a las paredes del
capilar y esto podria ser la causa de la irreproducibilidad y pérdida de
resoluciéon encontradas a pesar de la alta estabilidad térmica que se

atribuye a los liquidos iénicos.

La metodologia propuesta permite la determinacién de estos
haloanisoles en concentraciones que se encuentran en el umbral de
percepcion de estos compuestos, por lo que podria utilizarse como

método de rutina.
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1. INTRODUCCION

Los aldehidos han sido estudiados debido a su relaciéon con el
proceso de estrés oxidativo inducido por radicales libres. Estos
compuestos son productos de peroxidacién de lipidos y, por lo tanto,
podrian ser considerados indicadores del dafio producido por estos
radicales, estando este dafio relacionado en gran medida con un amplio
numero de enfermedades [1-7] entre las que se encuentra el cancer [8-
10]. Concretamente, los aldehidos hexanal y heptanal han sido
estudiados como biomarcadores de cédncer de pulmoén [11-18]. Otros
aldehidos como el pentanal [1], aldehidos alifaticos y el benzaldehido

también han sido objeto de estudio por razones semejantes [2,19,20].

Estos compuestos han sido analizados en diferentes matrices
biolégicas como la sangre [4,6,12-17], la orina [1,4,11,18,21] y el aliento
[8,19] habiéndose propuesto diversas metodologias para su
determinacion. La cromatografia de gases acoplada a espectrometria de
masas se ha aplicado al andlisis de sangre [14-17] y orina [21]. Para la
determinacion de aldehidos alifaticos también se ha propuesto la
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas en tdndem
[1,2,4,6], a un detector de longitud de onda variable [12,13,18] 0 a un
detector de barrera de diodos [19]. En estudios maés recientes, se ha
utilizado electroforesis capilar con detector amperométrico; en este caso,
se necesita la derivatizaciéon de los compuestos para convertirlos en
especies electroactivas [11]. También se ha desarrollado un método para
la discriminaciéon de un grupo de aldehidos por medio de un conjunto

de sensores colorimétricos [22].
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El andlisis de estos compuestos en matrices biolégicas frecuentemente
requiere la utilizacion de técnicas de extraccién y preconcentracion
previas a la determinacién. Entre las diferentes técnicas de
pretratamiento de muestra, la extracciéon en fase solida (SPE) ha sido
utilizada para el andlisis de pentanal y hexanal en muestras de orina
[1,4] y plasma [6]. La microextraccién en fase sélida se ha aplicado tanto
sola [18] como acoplada a la técnica de generacién de espacio de cabeza
(HS-SPME) para el anélisis de muestras de orina [21] y de sangre [15]. La
microextraccion en fase liquida se ha aplicado en sus modalidades de
microextraccion en fase liquida mediante membrana porosa (HF-LPME)
en el caso de muestras de orina [11] y en su modalidad de
microextraccion liquido-liquido dispersiva (DLLME) para muestras de
sangre [12,13]. Se ha desarrollado un nuevo método basado en
extraccion magnética en fase solida con nanoparticulas como
adsorbentes de extraccion para el andlisis de aldehidos en aliento
exhalado [19]. La mayoria de las metodologias propuestas incluyen una
etapa de derivatizacion ya sea in situ [1,13,14,17-19] o previa a la técnica
de extraccion [4,6,11,12,16]. Los reactivos derivatizantes mas
comunmente utilizados son la 2,4-dinitrofenilhidracina (2,4-DNPH)
[1,12,13,1819] y el clorhidrato de o0-(2,3,4,56-pentafluorobencil)-
hidroxilamina (PFBHA) [14,16,17]. Ademas de estos, que son los agentes
derivatizantes mads utilizados, se han probado también la 1,3-
ciclohexanodiona (CHD) [6], la 2,4,6-triclorofenilhidracina (TCPH) [23],
los haluros de 4-(2-(trimetilamonio) etoxi) bencenaminio (4-APC) [2,4] y

el 4cido 2-tiobarbitarico (TBA) [11].

La etapa de preparacion de muestra es, en muchas ocasiones, la mas

delicada y la que mas tiempo requiere del proceso analitico. Por lo que,
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siempre que sea posible, esta etapa debera ser reducida o incluso evitada
[24,25]. El uso de la técnica de espacio de cabeza (HS) representa una
buena opcién para minimizar el tratamiento de la muestra [26]. La
facilidad de preparacién de muestra, la automatizacion, la velocidad y la
ausencia de interferencias de compuestos no volatiles de la matriz hacen
que sea una técnica frecuentemente utilizada para el andlisis de
muestras complejas [27]. En el caso de muestras bioldgicas, esta técnica
ha sido wutilizada previamente para la determinaciéon de &cidos
haloacéticos [28] y trihalometanos [29] en orina. En esta misma matriz,
se ha propuesto la determinacién de compuestos orgéanicos volétiles
mediante espacio de cabeza acoplado a un sistema de inyeccién que
permite el control de temperatura y la inyeccion de la muestra en frio
[30]. En cuanto a la determinacién de aldehidos, se han propuesto
metodologias que incluyen el muestreo mediante espacio de cabeza para
la determinacién de estos compuestos en matrices ambientales [31],

farmacos [32] y alimentos [33-36].
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2. OBJETIVO

El objetivo del presente trabajo es el desarrollo de un nuevo método,
en gran parte automatizado, para la determinacién de aldehidos en
muestras de orina. La estrategia se basa en la separaciéon de los
aldehidos volatiles por medio de la técnica de espacio de cabeza que se
acopla a un inyector de temperatura programada para introducir una
porcion del espacio de cabeza generado en un cromatégrafo de gases
con deteccion mediante espectrometria de masas. Ademds, esta
estrategia no requiere derivatizaciéon de los compuestos estudiados por
lo que es mas rapida y simple que otras metodologias propuestas para el

estudio de estos mismos analitos.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1. Materiales, disoluciones estaindar y muestras

Los aldehidos empleados en el estudio (pentanal, hexanal, heptanal,
octanal y benzaldehido) asi como los reactivos para las medidas de
creatinina (patrén de creatinina y acido picrico) fueron suministrados
por Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemania). El metanol (pureza = 99.9 %)
fue proporcionado por Merk (Darmstadt, Alemania). El cloruro sédico,
el hidréxido sédico y el acido fosférico (85 %) fueron suministrados por

Scharlau (Barcelona, Espafia).

A partir de cada uno de los aldehidos comerciales se prepararon
disoluciones madre de 2500 mg L de cada uno de ellos en metanol y se
conservaron a 4 °C. Estas disoluciones se utilizaron para dopar las
muestras de agua y orina a las distintas concentraciones utilizadas en las

etapas del estudio.

La optimizaciéon del método se llevé a cabo con agua ultrapura
(UHQ) y muestras de orina a concentraciones entre 80 y 1000 pg L. El
agua UHQ se obtuvo por medio de un sistema de purificacion

Wasserlab Ultramatic (Noain, Espafia).

3.2. Preparacién de muestra

Las muestras para el analisis se prepararon en un vial de 10 mL. En
primer lugar, se afiadieron 2 g de sal (NaCl) y después 1 mL de orina
seguido de 3 mL de agua ultrapura. El vial se cerr6 herméticamente y se

colocé en la bandeja del muestreador.
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3.3. Medida de la creatinina

La orina es una matriz muy variable. No solo varia diariamente su
composicion dependiendo de la dieta, sino que, ademads, también la
concentracion de los compuestos enddgenos varia debido a la
irregularidad del volumen de orina excretado en cada miccién. Es por
ello que, si se quiere realizar un muestreo puntual de orina en lugar de
prolongadas colecciones de orina a lo largo de 24 horas, se necesita un
método de normalizacién. El método mas utilizado es la normalizacion
de las concentraciones de los analitos a la concentracién de creatinina

(mmol).

Para llevar a cabo estas medidas, se utiliz6 una modificacién del
método Jaffé [37,38]. Este método se basa en la deteccién de un complejo
rojizo resultante de la reaccién entre la creatinina y el acido picrico y en
la medida de su absorbancia. Estas medidas se llevaron a cabo con un
espectrofotémetro ultravioleta-visible Shimadzu UV/Vis-160 (Kioto,
Japén). Se utilizé una celda de cuarzo (Suprasil) de 10 mm de paso

optico.

Los valores normalizados se expresaron como nmol de

aldehido/mmol de creatinina.

3.4. Instrumentacion HS-PTV-GC-MS

3.4.1.Generador de espacio de cabeza
El muestreo mediante espacio de cabeza se llevé a cabo con un
automuestreador PAL (CTC Analytics AG, Zwingen, Suiza). Este

muestreador estd equipado con una bandeja para 32 muestras
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consecutivas y con un horno con 6 posiciones para viales de muestra.
Para la generacién del espacio de cabeza el horno se mantuvo a una
temperatura de 84 °C durante 10 min agitando la muestra a 750 rpm. La
inyeccion del espacio de cabeza se realiz6 con una jeringa a 120 °C que
permite tomar un volumen maximo de 2.5 mL, siendo este el volumen
seleccionado en este trabajo. Las velocidades de llenado y de inyeccion
se fijaron en 100 y 250 pL s?, respectivamente. Tras la inyeccion, la
jeringa se limpia durante 2 minutos con un flujo de He N50 (99.999 %,
Air Liquide). El tiempo entre dos inyecciones consecutivas se fij6 en 14

min.

3.4.2. Inyector de temperatura programada
Todas las pruebas se llevaron a cabo utilizando un inyector de
temperatura programada (PTV) CIS-4 de Gerstel (Baltimore, MD, USA)
con un liner también de Gerstel para este tipo de inyector de
dimensiones 71 mm x 2 mm y relleno con un material adsorbente
(Tenax-TA®). En el método optimizado, se seleccion6 el método de

inyeccion solvent vent. El enfriamiento se consigue mediante CO; liquido.

La temperatura inicial del inyector se fijé6 en 50 °C. El flujo se ajust6 a
20 mL min?! y la presién de venteo a 5.00 psi. Estas condiciones se
mantienen durante 0.5 min, tiempo durante el cual se produce la purga
de disolvente. El liner se mantiene a la temperatura inicial durante 0.55
min como mecanismo de seguridad que evita que comience la rampa de
calentamiento antes de que la valvula de split se haya cerrado. Cuando
el tiempo de venteo o purga de disolvente ha finalizado, la vélvula de
split se cierra y el liner del PTV se calienta rdpidamente a 12 °C s hasta

250 °C. Los analitos, entonces, son transferidos desde el liner hasta la
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columna capilar durante 1 min. Una vez pasado este tiempo, la valvula
de split vuelve a abrirse y el liner se mantiene a 250 °C durante 2 min,

para asegurar que éste quede limpio para una nueva inyeccion.

3.4.3. Cromatografo de gases
El cromatégrafo de gases utilizado es un modelo Agilent
Technologies 6890 GC equipado con una columna capilar de baja
polaridad DB-VRX de dimensiones 20 m x 0.18 mm x 1 pm y cuyo rango
de temperaturas permitidas es de -10 °C a 260 °C de J&W Scientific
Agilent (Folsom, CA, USA). El gas portador utilizado fue helio N50 de
pureza 99.999 % (Air Liquide) y el flujo en columna se fij6 en 1.8 mL

min-1.

El programa de temperaturas seleccionado en el horno del
cromatégrafo comenzaba con una temperatura inicial de 45 °C que se
mantuvo durante 2.00 min, transcurridos estos dos minutos, se
programo6 una rampa de 60 °C min? hasta 175 °C y a continuacién una
nueva rampa a 45 °C min! hasta 240 °C, temperatura que se mantuvo
durante 0.5 min. Las rampas seleccionadas son las maximas permitidas
por el cromatégrafo empleado. El tiempo total del cromatograma fue de

6.11 min.

3.4.4. Espectrometro de masas
El detector utilizado en esta configuracion fue un espectrémetro de
masas cuadrupolar (HP 5973 N) que opera en modo de ionizacién
electronica utilizando un voltaje de ionizacion de 70 eV. Las
temperaturas que se fijaron para la fuente de ionizacion y el cuadrupolo
fueron 230 y 150 °C, respectivamente. El filamento se mantuvo apagado

durante los 2 primeros minutos del andlisis cromatografico (solvent
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delay). La adquisicion de datos se realiz6 en el modo SIM/scan
combinado que permite el registro de datos SIM (seguimiento de iones
seleccionados) y scan en un mismo analisis. En el modo de adquisicién
scan se registraron las relaciones m/z (masa/carga) comprendidas entre
25y 160, la velocidad de barrido fue de 23.58 ciclos s y se seleccioné un
umbral de abundancia de 0. La identificacién de los compuestos objeto
de estudio se realiz6 mediante comparacion con los espectros
experimentales de estos compuestos de la base de datos NIST'98

(NIST/EPA/NIH Mass Spectra Library, version 1.6).

La cuantificacion se realizé en modo SIM seleccionando cuatro
ventanas, en cada una de las cuales se miden las relaciones m/z mas
abundantes para cada uno de los compuestos. En la primera (2.80 - 3.40
min) se midieron las relaciones m/z para el pentanal (29, 44 y 58); en la
segunda (3.40 - 3.80 min) las relaciones m/z para el hexanal (41, 44 y
56); en la tercera (3.80 - 4.10 min) las relaciones m/z del heptanal (43, 44
y 70) y en la cuarta (4.10 - 6.11 min) las de los compuestos benzaldehido
y octanal (44, 77, 84, 105 y 106). En todos los casos se seleccion6é un

tiempo de residencia (dwell time) de 10 ms.

En la tabla 1 se muestran los iones de cuantificacién y confirmacién

para cada compuesto en particular, asi como sus tiempos de retencion.

Tabla 1: lones de cuantificacion y confirmacion para los cinco aldehidos y sus
tiempos de retencion

Compuestos Iones SIM (m/z)* tr (min)
Pentanal 44, 58, 29 3.112
Hexanal 44, 56, 41 3.605
Heptanal 44,70, 43 4.011
Benzaldehido 106, 77, 105 4.295
Octanal 44, 84 4.365

*El ion de cuantificacién aparece en negrita
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3.4.5. Analisis de datos
La recogida de los datos cromatograficos se realizé con el software
Enhanced ChemStation [39], G1701EA versiéon E.00.00.202 de Agilent

Technologies.

3.4.6. Método optimizado HS-PTV-GC-MS
Las condiciones ¢ptimas de todos los médulos que componen la
configuracion instrumental utilizada en este trabajo se muestran en la
tabla 2.

Tabla 2: Condiciones experimentales del método optimizado

GENERADOR DE ESPACIO DE CABEZA

Volumen de muestra 1 mL de orina + 3 mL de agua UHQ

Cantidad de sal (NaCl) 2g

Temperatura del horno 84 °C

T1empo de generacion del 10 min

espacio de cabeza

Velocidad de agitacion 750 rpm

Tiempo entre muestras 14 min

INYECTOR DE TEMPERATURA PROGRAMADA

Liner Liner relleno de Tenax-TA®
Flujo de purga 20 mL min!
Tiempo de purga 0.50 min

Modo de inyecciéon: ~ Tiempo de inyeccion 1 min

Solvent Vent Flujo de limpieza 100 mL min-!
Temperatura 50 °C
Rampa 12 °C s hasta 250 °C
CROMATOGRAFO DE GASES

Columna Columna capilar DB-VRX (baja polaridad)
Temperatura inicial 45 °C (2 min)

Horno Rampa 1 60 °C min hasta 175 °C
Rampa 2 45 °C min'! hasta 240 °C (0.5 min)
ESPECTROMETRO DE MASAS

Modo de adquisicion de datos SIM/ scan combinado

Relaciones m/z (scan) 25 -160 (N=0)

Tiempo de permanencia (SIM) 10 ms

Solvent delay 2.00 min
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Variables que afectan a la generacion de espacio de cabeza

Para la eleccién de las condiciones 6ptimas para la generacion del
espacio de cabeza, las variables que se estudiaron fueron las siguientes:
fuerza iénica, pH, volumen de muestra y tiempo y temperatura de

equilibrado.

4.1.1. Fuerza i6nica

Se estudio6 la variacion del coeficiente de actividad (y;) modificando

la matriz de la muestra. En el caso de muestras acuosas y analitos
polares, este efecto se consigue mediante la adicién de un electrolito al

medio; a este proceso se le conoce como salting-out.

Para estudiar este efecto se prepararon tres muestras tomando 3 mL
de orina dopada con los compuestos a niveles de concentracién entre
200y 1000 pg Lt (hexanal, heptanal y octanal a 200 ug L1, pentanal a 400
png L1y benzaldehido a 1000 pg L1). A una de las muestras no se le
afiade sal mientras que a las otras dos se le afiaden 0.3 y 1.5 g de NaCl,
respectivamente. Este tercer nivel corresponde a una situaciéon de
sobresaturacion de la disolucion. En la figura 1 se muestra la variacion

de la sefial analitica con la concentraciéon de sal.
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Figura 1: Seriales obtenidas para los cinco aldehidos para diferentes cantidades de sal
aniadida a la muestra

El aumento de sefial observado en condiciones de sobresaturacion es
especialmente importante en el caso del benzaldehido, siendo ademas

este compuesto el que presenta una menor sensibilidad.

4.1.2. pH
Para el estudio de la influencia del pH se prepararon muestras de 3
mL de orina dopada con los cinco compuestos (en las mismas
concentraciones que en la experiencia anterior) a pH basico (10 pL de

NaOH 1M), fisiolégico y acido (10 pL de HsPO,).

No se encontraron grandes diferencias entre los tres valores
estudiados (figura 2) coincidiendo, en cualquier caso, las mayores

sefiales con el pH fisiolégico, por lo que se decidi6 seguir trabajando a

este pH.
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Figura 2: Sefiales obtenidas para los cinco aldehidos para los diferentes pH estudiados

4.1.3. Volumen de muestra y tiempo y temperatura de
equilibrado

Las variables volumen de muestra y tiempo y temperatura de
equilibrado se estudiaron mediante un disefio experimental
multivariante. La elecciéon de los valores 6ptimos de estas variables se
llevé a cabo mediante este tipo de estudio debido a las interacciones que
existen entre ellas. La temperatura afecta al equilibrio y, por lo tanto, al
tiempo que tarda éste en alcanzarse. Ademas, el tiempo en el que se

consigue podria estar condicionado por el volumen de muestra.

Para estudiar el efecto de cada una de las variables individualmente,
asi como los efectos de su interaccion en la sefal analitica, se realiz6 un
disefio experimental de tipo Box-Behnken. Este disefio permite la
generacion de superficies de respuesta mediante el uso de tres niveles de

cada una de las variables estudiadas.
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En todos los casos se utilizaron muestras de UHQ dopadas con los
analitos en concentraciones que se encuentran entre 80 pg L! (octanal) y
1 mg L1 (benzaldehido). Los valores escogidos para las diferentes
variables del disefio fueron: temperatura (A), 70, 80 y 90 °C; tiempo (B),
10, 20 y 30 min y volumen (C), 1, 25 y 4 mL. Cada uno de los
experimentos se realiz6é por triplicado para detectar posibles fallos de
ajuste en los modelos generados. En todos los experimentos se tomo la
precaucion de mantener un nivel de sobresaturacion de sales y se
afiadieron cantidades proporcionales de sal a los diferentes volimenes
estudiados. El ntmero de experimentos necesarios para realizar el
estudio fue de 39, realizdndose de manera aleatoria segiin una plantilla

generada por el programa UnscramblerX® [40].

La respuesta o variable dependiente escogida fue el 4rea
correspondiente al pico base del espectro de cada uno de los compuestos
analizados. El tnico modelo que no mostraba fallo de ajuste era el que

incluia las variables, sus cuadrados y las interacciones entre ellas.

Como se puede observar en la tabla 3 el volumen de muestra es una
variable significativa (a un nivel de significacion de 5 %) para todos los
compuestos mientras que la temperatura es significativa para el
pentanal y el benzaldehido. En cuanto a las interacciones y los términos
cuadraticos son significativas la interacciéon entre la temperatura y el
volumen de muestra (AC) para el pentanal, el hexanal y el
benzaldehido, el cuadrado de la temperatura (AA) para el pentanal, el
hexanal y el heptanal y el del volumen de muestra (CC) para el hexanal,
el heptanal y el octanal. Ni el tiempo de equilibrado ni su término

cuadratico resultaron significativos para ninguno de los compuestos.
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Tabla 3: Resultados del diserio experimental (p-valores). A, temperatura; B, tiempo

de equilibrado y C, volumen de muestra. Los p-valores < 0.05 se resaltan en negrita.

Analito A B C AB AC BC AA BB CC
Pent 0.0001 0.6633 0.0000 1.0000 0.0000 0.3869 0.0000 0.1417 0.9568
Hex 0.7837 0.8729 0.0000 0.7606 0.0023 0.4196 0.0003 0.1988 0.0035

Hept 0.7312 0.9574 0.0000 0.5310 0.0518 0.4752 0.0025 0.1875 0.0005
Benz 0.0000 0.5846 0.0000 0.3087 0.0072 0.4943 0.2583 0.8347 0.0982
Oct 0.3807 0.8096 0.0000 0.5080 0.3437 0.1626 0.0760 0.7797 0.0000

En la figura 3 se muestran las superficies de respuesta generadas a un
volumen constante de 4 mL y valores variables de tiempo y temperatura

de equilibrado.
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Figura 3: Superficies de respuesta generadas a un volumen constante de 4 mL y valores
variables de tiempo y temperatura (A: pentanal, B: hexanal, C: heptanal y D:
benzaldehido)

A la vista de los resultados obtenidos se eligié un volumen de 4 mL
de muestra, un tiempo de equilibrado de 10 minutos y una temperatura

de 84 °C como valor de compromiso entre los valores 6ptimos

encontrados para cada uno de los compuestos.



V. HS-PTV-GC-MS. Aldehidos en orina 223

4.2. Variables que afectan al sistema PTV-GC-MS

4.2.1. Condiciones del inyector de temperatura programada
El estudio de las variables que afectaban a la generacion de espacio
de cabeza se realiz6 en modo de inyeccion con division de muestra
(split) 1:5 a una temperatura de 250 °C. Sin embargo, una vez que se
optimizaron esas variables, se seleccion6 el modo de inyeccion solvent
vent en el PTV debido al aumento de sensibilidad que se consigue con

este modo de inyeccion.

La temperatura inicial utilizada en el inyector PTV es un parametro
importante cuando se selecciona el modo de inyeccién solvent vent. Por
ello, se estudiaron temperaturas iniciales entre 10 y 90 °C. Para ello, una
disolucién de los compuestos a concentraciones entre 80 y 1000 pg L1 se
sometio a sucesivos andlisis a las diferentes temperaturas estudiadas. En
la figura 4 se muestran los resultados obtenidos representando el area de
pico de cada uno de los compuestos frente a las diferentes temperaturas

iniciales del PTV estudiadas.
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Figura 4: Variacion en la sefial analitica de los cinco aldehidos al fijarse diferentes
temperaturas iniciales en el PTV

La temperatura inicial del inyector afecta mas a los compuestos mas
volétiles; en este estudio, el compuesto mas volatil es el pentanal. En la
figura 4 se observa una disminucién muy acusada de la sefial de este
compuesto a valores por encima de 50 °C. El hexanal presenta un
comportamiento similar; sin embargo, la fuerte disminucion de sefial en
este caso se observa a partir de los 60 °C. Para el resto de compuestos, la
sefial analitica no varia demasiado con la temperatura inicial
seleccionada en el inyector hasta temperaturas mas altas (80 °C) a partir

de las cuales si empieza a observarse la misma tendencia que para los
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dos aldehidos mencionados. Se eligié una temperatura de 50 °C, con la
que se obtiene una respuesta adecuada para todos los analitos, una
adecuada eliminaciéon del disolvente y valores de reproducibilidad

comprendidos entre entre 1.5 % (heptanal) y 4 % (pentanal).

En la figura 5 se muestran dos cromatogramas de una misma
disolucién de los analitos de estudio con el modo de inyeccion de
divisiéon de muestra (split) 1:5 a 250 °C con el que se llevaron a cabo las
optimizaciones del generador de espacio de cabeza y otro con el modo
de inyeccién solvent vent en el que se ha optimizado la temperatura
inicial (50 °C). La comparaciéon pone de manifiesto el aumento de
sensibilidad que se obtiene mediante el uso de este modo de inyeccion

(solvent vent).

22
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Figura 5: Cromatogramas en scan obtenidos para una misma disolucion en los modos
de inyeccion split (relacion de divisién 1:5 a 250 °C) y solvent vent (temperatura inicial,
50°C)

Se realiz6 el estudio del flujo de venteo para valores entre 10 y 70 mL

min. No se observaron grandes diferencias en la sefial analitica de los
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compuestos salvo en el caso del pentanal donde si se observé una
importante disminuciéon de la sefial a valores de este parametro por
encima de 30 mL min!. Como ocurria con la temperatura inicial del
inyector, los pardmetros que afectan al venteo del disolvente, afectan en
mayor medida a los compuestos mas volatiles. Se eligié6 un flujo de
venteo de 20 mL min? ya que la sefial obtenida con este valor es muy
similar a la obtenida con 10 mL min? y asegura mejor la eliminacién del

disolvente.

Para estudiar el tiempo de venteo, se realizaron pruebas a 0.25, 0.5 y
0.75 min. No se observaron diferencias significativas en la sefial analitica
de ninguno de los compuestos analizados, por lo que se fij6 un tiempo
intermedio que no fuese demasiado corto para asegurar, en cualquier

caso, una eficaz eliminacién del disolvente en la etapa de venteo.

En cuanto al tiempo de inyeccién, valores entre 1 y 1.5 min apenas
modificaban la sefial analitica obtenida. Sin embargo, especialmente
para los tres analitos con menor tiempo de retencién, un aumento de
tiempo de inyeccién hasta 2 min si generaba una importante
disminucién de la sefial. Ademas, la definiciéon de la linea base era mejor
cuanto menor era el tiempo de inyecciéon, por lo que se seleccion6é 1

minuto como tiempo de inyeccion.

4.2.2. Condiciones del horno cromatografico
La optimizaciéon de variables del PTV se llevé a cabo con un
programa de temperaturas que empezaba a 45 °C, temperatura a la que
se mantenia durante 2 minutos. Una vez transcurrido este tiempo se
aumentaba la temperatura en el horno a una velocidad de 60 °C min?

hasta 175 °C y a partir de esa temperatura contintia aumentando a una
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velocidad mas baja, de 45 °C min!, hasta 240 °C, temperatura que se
mantenia durante 5 min. Estas rampas son las maximas permitidas por

el cromatégrafo de gases.

A partir de este programa de temperaturas, se realizaron algunos

estudios para seleccionar las condiciones mas favorables.

Se estudiaron tres temperaturas iniciales (30, 40 y 45 °C). A medida
que disminuye la temperatura inicial, la altura de pico de los
compuestos mas volatiles (pentanal y hexanal) aumenta. Sin embargo, al
integrar las sefiales de esos picos, no se encontraron diferencias
significativas, por lo que se mantuvo finalmente una temperatura inicial
de 45 °C. Seleccionar cualquiera de las otras dos temperaturas alargaria
el tiempo total de andlisis ya que se emplea mucho tiempo en enfriar
hasta temperaturas mas bajas el horno del cromatégrafo preparandolo

para un nuevo andlisis.

Estas pruebas se realizaron manteniendo la temperatura inicial del
horno durante 2 min. Se observé que la disminucién de este tiempo
hasta 1.5 min empeoraba la morfologia y disminuia la altura de todos los
picos cromatogréaficos de los compuestos estudiados excepto del

primero de ellos, por lo que se mantuvo este tiempo en 2 min.

4.2.3. Condiciones del espectrometro de masas
Durante la fase de optimizaciéon del resto de variables, el modo de
adquisicion de datos en el detector fue scan. Sin embargo, una vez que se
escogieron el resto de condiciones de anélisis, se seleccioné el modo de
adquisicion de datos SIM/scan combinado que permite la recogida de

datos SIM (seguimiento de iones seleccionados) y scan en un mismo



228 V. HS-PTV-GC-MS. Aldehidos en orina

analisis.

El cromatograma SIM se utiliza para la cuantificacién de los analitos
en las muestras y el cromatograma en scan permite su identificacién y la

de otros compuestos que aparezcan en las muestras de estudio.

En el modo de adquisicion de datos SIM, es necesaria la optimizacion

del tiempo de permanencia o dwell time para cada ion seleccionado.

Se probaron diferentes tiempos de permanencia (1, 10, 30, 50, 70 y 100
ms). Con tiempos de permanencia altos (70 y 100 ms) la definicién de los
picos era muy pobre y, por el contrario, cuando se seleccionaba un
tiempo de 1 ms, los picos aparecian mucho mejor definidos pero el ruido
aumentaba significativamente. La mejor relacion entre definicién de pico
y sefial del ruido se obtuvo para un tiempo de permanencia de 10 ms

que se seleccioné como 6ptimo.

4.3. Senales obtenidas con las condiciones 6ptimas de HS-PTV-
GC-MS

La figura 6 muestra los cromatogramas obtenidos para un blanco y

para una muestra de orina con las condiciones optimizadas de HS-PTV-

GC-MS.
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Figura 6: Cromatogramas de una muestra de agua ultrapura y una muestra de orina en
la que los picos numerados corresponden a pentanal (1), hexanal (2), heptanal (3),
benzaldehido (4) y octanal (5)

4.4. Efecto de matriz

Para estudiar la posible existencia de efecto de matriz e investigar la
aplicabilidad del método al andlisis de muestras de orina, se
compararon las sefiales obtenidas para una muestra de agua y muestras
de orina de 7 individuos diferentes. Las muestras se doparon con los
cinco aldehidos a concentraciones entre 80 pg L1 (octanal) y 1 mg L1
(benzaldehido). Se observaron diferencias significativas entre las

muestras de orina (figura 7A) y entre las orinas y el blanco.

Con el fin de solucionar este problema, se estudi6 la posibilidad de
diluir las muestras de orina con agua UHQ. El factor de dilucion
seleccionado fue 1:4 (1 mL de orina + 3 mL de agua ultrapura). Tras la
dilucion, se consiguié eliminar el efecto de matriz que existia tanto entre
orinas (figura 7B) como entre la orina y el agua (figura 7C). En las

figuras 7A y 7B se muestran las sefiales analiticas obtenidas para uno de
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los compuestos (hexanal), representativo del comportamiento del resto
de compuestos del estudio, en las siete muestras de orina dopadas a la
misma concentraciéon (200 pg L71). Las sefales de la figura 7A
corresponden a las muestras de orina sin diluir y las sefiales de la figura

7B a las de la orina diluida 1:4 (1 mL de orina + 3 mL de agua UHQ).

La figura 7C recoge las sefales analiticas de una orina diluida y una
muestra de agua dopadas ambas con todos los compuestos,
observandose que la dilucién de la matriz consigue eliminar también el

efecto de matriz entre la orina y el agua.
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Figura 7: A y B muestran las sefiales analiticas obtenidas para el hexanal en 7 muestras
de orina diferentes dopadas a la misma concentracion para orinas sin diluir y orinas
diluidas (1:4), respectivamente. La grifica C representa la serial analitica de todos los

compuestos estudiados para una muestra de agua y una muestra de orina diluida
dopadas ambas con los cinco aldehidos.
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La resolucion del efecto de matriz mediante la dilucién permite
proponer una metodologia de analisis de rutina mediante un proceso de
calibracién externa con patrones acuosos. La disminucién de la sefial de
los compuestos debida a la dilucién de la muestra queda ampliamente

compensada por la posibilidad de utilizar este tipo de calibracion.

4.5. Efecto de memoria

Con el fin de estudiar la posible existencia de efecto de memoria, se
realiz6 una media de la sefial de los compuestos objeto de estudio que se
obtenia en el andlisis de una muestra de aire tras la inyecciéon de una
disolucién de los aldehidos a una concentracién de 10 pg L de cada uno
de ellos. Se calcul6 el porcentaje de la sefial de cada compuesto en el aire
sobre la sefal de la muestra que le precedia. Los valores obtenidos se
encontraban, en todos los casos, por debajo del 1 %. Estos valores se

consideran aceptables.

4.6. Evaluacién del método analitico optimizado
Las curvas de calibrado se obtuvieron con disoluciones acuosas de los
compuestos a diez niveles de concentracion que se encontraban entre 0.1

y 10 pg L1; cada nivel se analiz6 por triplicado.

Cada una de las disoluciones anteriores se sometié al proceso
optimizado de HS-PTV-GC-MS. Como sefial analitica se utiliz6 el area

de pico cromatografico de cada uno de los compuestos analizados.

Las caracteristicas analiticas del método optimizado se muestran en

la tabla 4.

La validez de los modelos lineales construidos se comprobd por
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medio del anélisis de la varianza y se observé que ninguno de ellos
mostraba fallo de ajuste. El valor del coeficiente de determinacién (R?)

resulto, en todos los casos, mayor de 0.98 (tabla 4).

Los estudios de la repetibilidad y reproducibilidad se llevaron a cabo
con disoluciones dopadas a una concentraciéon de 1 pg L! y analizadas
en el mismo dia (10 réplicas) o en dias diferentes (3 réplicas por dia),
respectivamente. Las desviaciones estdndar relativas (RSD, %) obtenidas
para todos los compuestos se muestran en la tabla 4, encontrandose los
valores por debajo del 12.2 % en el caso de la repetibilidad y del 17.9 %
en el caso de la reproducibilidad. Estos valores pueden considerarse
satisfactorios ya que incluyen las diferentes fuentes de
irreproducibilidad que se produce en un proceso de andlisis en el que
existe un proceso de extraccion de analitos al espacio de cabeza seguido
de una preconcentraciéon en el PTV mediante el modo de inyeccién

solvent vent antes de llevarse a cabo la separacion cromatogréfica.

Los limites de detecciéon (LODs) y los limites de cuantificacion (LOQs)
se muestran en la tabla 4 y se encuentran entre 0.04 y 0.08 ug L1 y entre
0.12 y 0.24 ug L, respectivamente. Estos valores son similares a los
obtenidos utilizando otras metodologias como son la extraccién en fase
solida (SPE) o la microextraccién en fase sélida acoplada a cromatografia
liquida [1,18]. Se obtuvieron valores ligeramente mejores mediante esta
metodologia propuesta cuando se comparan con los obtenidos
utilizando microextracciéon en fase sdlida acoplada a cromatografia de
gases [15,21] o microextraccién en fase liquida mediante membrana
porosa (HF-LPME) acoplada a electroforesis capilar y deteccion

amperomeética [11].
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Las recuperaciones del método se evaluaron mediante el calculo de
las recuperaciones aparentes para cada uno de los compuestos objeto de
estudio. Cinco muestras de orina (de individuos diferentes) se doparon a
una concentraciéon de 5 pg L. Las recuperaciones aparentes se
calcularon como la relacion de la concentracion medida y la
concentracion dopada. Los valores expresados en porcentaje para las
recuperaciones aparentes se muestran en la tabla 4 y se encuentran entre

el 86 y el 120 %.

Las recuperaciones absolutas se calcularon comparando las areas de
pico de los compuestos extraidos de una muestra de orina dopada (1 pg
L1) con las de una disolucién de los analitos en metanol inyectada
directamente en el sistema. En ambos casos, la cantidad de analitos
inyectada en el cromatégrafo de gases fue la misma. Los valores
obtenidos se encontraban entre el 11 y 74 %. Los valores
correspondientes a cada uno de los cinco compuestos se detallan en la
tabla 4. Estos valores son bajos excepto en el caso del octanal,
demostrando que la extraccién al espacio de cabeza no es cuantitativa.
Sin embargo, esta es constante a lo largo de todo el rango lineal y los

limites de deteccién y de cuantificacion del método fueron satisfactorios.

4.7. Aplicacién del método a muestras de orina

El método desarrollado se aplicé al analisis de 17 muestras de orina
de individuos sanos con la finalidad de cuantificar en ellas los cinco
aldehidos estudiados y estimar a partir de estos resultados las

concentraciones de estos compuestos endégenos en muestras de orina.

Se eligieron donantes de muestra voluntarios de ambos sexos y con

edades comprendidas entre los 23 y los 60 afios, de los cuales 7 eran
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fumadores. La tabla 5 muestra los resultados obtenidos (las
concentraciones de los aldehidos se expresan normalizadas a la
concentracion de creatinina como nmol de analito/mmol de creatinina),
distinguiéndose entre sujetos fumadores y no fumadores. El humo de
los cigarrillos ha sido considerado como un carcinégeno exégeno que
promueve la presencia de especies con oxigeno reactivo en el organismo
[41]. Estas especies se generan cuando la corriente de humo del cigarro

interacciona con los fluidos fisiol6gicos.

Tabla 5: Concentraciones normalizadas (nmol analito/mmol creatinina) para los
compuestos objeto de estudio en muestras de orina (n=3)

Individuo Pentanal Hexanal Heptanal Benzaldehido  Octanal

1 1.7£02 19+£03 0401 23+04 0.20 £0.03

2 14+01 3501 04+£01 0.6+0.2 0.20+0.01

3 06+01 09+£02 03+0.1 0.7+£0.2 0.10 £ 0.02

§ 4 16+01 29+02 06+0.1 15+02 0.20 £ 0.02

*(% 5 1.8+01 39+02 03+0.1 75+04 0.20 £ 0.02

g 6 14+01 24%£01 0401 09+0.2 0.10+0.02

“E 7 1.8+03 1.6+05 04+02 1.7+0.6 0.10+0.05

Z 8 21+01 33%02 0.6+£0.1 5603 0.30+£0.02

9 1.0+01 20+£02 0.6+£0.1 1.0+0.2 0.10+£0.02

10 22+£02 15+04 0602 26+0.6 0.30 £0.05
Intervalo  0.6-2.2 0.9-3.9 0.3-0.6 0.6-7.5 0.1-0.3

11 41+02 4503 09+01 58+04 0.30+0.03

12 08+01 20+02 03+01 15+02 0.20 £ 0.02

§ 13 14+02 1603 03+£0.1 11+04 0.10+0.03

-(% 14 2701 44+£01 0.6£0.1 2002 0.20+£0.02

= 15 08+01 2101 03+£0.1 14+0.2 0.20+£0.02

= 16 09+01 62+£02 02+£01 1.5+0.1 0.10£0.01

17 21+£02 18+03 03+0.1 11+£03 0.20 £ 0.02
Intervalo  0.8-4.1 1.6-6.2 0.2-0.9 1.1-5.8 0.1-0.3

Las diferencias en las sefales normalizadas de los aldehidos
estudiados entre fumadores y no fumadores no fueron significativas

como se puede observar en los graficos que se presentan en la figura 8.
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Sin embargo, la variacion encontrada en las concentraciones de los

compuestos pentanal, hexanal y heptanal es mayor en el caso del grupo

de individuos fumadores que en el caso de individuos no fumadores a

pesar de no resultar significativamente diferentes. La variacion en las

concentraciones de benzaldehido y octanal, sin embargo, es similar en

ambos grupos.
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Figura 8: Grificos box plot para representar las sefiales de los cinco analitos
encontrados en muestras de orina de individuos sanos, distinguiendo fumadores y no

fumadores.
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5. CONCLUSIONES

En el presente trabajo, se ha desarrollado un procedimiento
simplificado y rdpido para la determinaciéon de cinco aldehidos en orina
basado en el acoplamiento de un generador de espacio de cabeza con un
cromatografo de gases que dispone de un sistema de deteccion mediante
espectrometria de masas y un inyector de temperatura programada. Esta
configuraciéon instrumental minimiza la manipulaciéon de muestra
necesaria y, por lo tanto, reduce los errores asociados a esta etapa del
proceso analitico. Ademas, con la metodologia propuesta, no se requiere
llevar a cabo la derivatizacion de los aldehidos, comtinmente utilizada

en el analisis de estos compuestos.

El método desarrollado permite la cuantificacion de cinco aldehidos
en muestras de orina por medio de calibraciéon externa. Las
caracteristicas analiticas del mismo muestran ausencia de fallo de ajuste,
valores adecuados de reproducibilidad y repetibilidad y limites de
deteccién entre 0.04 y 0.08 ug L. Estos valores se encuentran entre los
mas bajos encontrados en bibliografia, donde se proponen técnicas como
la microextraccién en fase solida acoplada tanto a cromatografia liquida
como de gases para la determinacién de estos mismos compuestos en

muestras de orina.

Por dltimo, en este estudio no se han encontrado diferencias
significativas entre las concentraciones de los aldehidos estudiados de

muestras de fumadores y no fumadores.
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1. INTRODUCCION

El andlisis de orina es un método no invasivo ampliamente utilizado
en diagnostico. Son numerosos los estudios que se estdn llevando a cabo
relacionados con el estudio de compuestos presentes en esta matriz con
el fin de mejorar o acelerar la deteccion de ciertas enfermedades [1].
Como resultado de estos estudios, algunos compuestos han sido
descritos como posibles biomarcadores de diferentes trastornos. Los
biomarcadores son compuestos cuya presencia o ausencia puede estar
relacionada con una determinada enfermedad y cuya concentracién
difiere entre muestras de individuos sanos y muestras de pacientes [2,3].
Normalmente, para la caracterizacion de una muestra, se utiliza un
grupo de biomarcadores en vez de uno solo. En este trabajo, se
estudiaron cinco potenciales biomarcadores volatiles de cancer de
pulmoén en orina (2-butanona, 2-pentanona, pirrol, 2-heptanona y 2-etil-

1-hexanol) [2,4].

Aunque la orina presenta la gran ventaja de estar facilmente
disponible y generalmente el volumen no es una cuestion limitante tiene
como inconveniente que es una matriz bastante compleja cuyo analisis
normalmente requiere una preparacién minuciosa para el aislamiento y
la preconcentracion de los analitos [3-9]. La generacién de espacio de
cabeza (HS) [3-10] es una técnica adecuada para el andlisis de
biomarcadores volatiles en muestras de orina debido a la facilidad de
preparacion de la muestra, la automatizacion, la velocidad y la ausencia
de interferencias por compuestos no volatiles de la matriz. Sin embargo,
esta técnica no garantiza la superaciéon de algunos problemas como el

efecto de matriz [5,10].
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La cromatografia de gases ha sido la técnica mas utilizada para el
andlisis de compuestos volétiles en orina [3,4,6-10], pero los anélisis
cromatograficos son generalmente lentos. Sin embargo, existen varias
alternativas que permiten acelerar los procesos de separacion
cromatografica. Estas alternativas incluyen el uso de columnas capilares
mas cortas con secciones mds estrechas y la programacion en el horno de
rampas de temperatura mas rapidas [11]. Ademas, el desarrollo de
métodos no separativos para la resolucion de diferentes problematicas
analiticas es de gran interés principalmente debido a la alta velocidad de
analisis. Se han propuesto algunos métodos no separativos basados en
sensores para la discriminaciéon de pacientes que sufren diversas
enfermedades e individuos sanos utilizando muestras de aliento, saliva,
sangre y orina [12-15]. Junto a los avances en diferentes plataformas de
sensores y de dispositivos complejos de microarray, la tecnologia de la
nariz electrénica también ha experimentado wun desarrollado
significativo. Las narices electrénicas basadas en espectrometria de
masas, donde cada relaciéon masa/carga (m/z) actia como un “sensor”
que detecta un fragmento iénico con esa relacién, se han utilizado en

aplicaciones biomédicas [9,16].

Ademas de las narices electrénicas, se han utilizado otros métodos no
separativos como la espectrometria de masas con ionizacién por
desorcion con electrospray (DESI-MS) [17], con tubo de flujo de iones
seleccionados (SIFT-MS) [18] y la resonancia magnética nuclear (RMN)

[17,19,20] para la determinacién de biomarcadores en muestras de orina.
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2. OBJETIVO

El objetivo del presente trabajo consiste en la determinacién rapida de
cinco compuestos volatiles descritos en bibliografia como posibles
biomarcadores de cancer de pulmén en muestras de orina mediante una
nariz electrénica basada en un generador de espacio de cabeza, un
inyector de temperatura programada en modo de inyeccion solvent vent
y un espectrometro de masas (HS-PTV-MS). Se propone el uso de
modelos de calibraciéon multivariante para cuantificar las
concentraciones de biomarcadores en las muestras de orina de
individuos sanos, asi como de pacientes. Para la asignacion de las
muestras a uno u otro grupo (individuos sanos y pacientes) se plantea la
utilizacién del test de rangos y signos de Wilcoxon. Este test compara las
concentraciones obtenidas con la media de las concentraciones de un

grupo de referencia de individuos sanos.

Hasta la fecha, esta es la primera vez que se propone un método que
combina la calibraciéon multivariante y métodos de clasificacion no
paramétricos para la clasificacion de muestras biolégicas a partir de
sefiales de perfil obtenidas mediante una nariz electrénica basada en

espectrometria de masas.

Para las muestras en las que se encuentren diferencias significativas
en la concentraciéon de uno o mas biomarcadores respecto del grupo de
referencia se propone la realizaciéon de un segundo andlisis que incluira
una etapa de separaciéon cromatografica (HS-PTV-GC-MS) para

confirmar los resultados obtenidos en el primero.

El objetivo final, por tanto, es aprovechar la rapidez que supone la
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metodologia no separativa HS-PTV-MS que no necesita separacion
cromatografica previa ni manipulacion de muestra y permite
incrementar el nimero de muestras analizadas por hora y restringir el
uso de técnicas largas que incluyan esta etapa de separacion (HS-PTV-

GC-MS) a los casos concretos en los que sean necesarias.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1.Materiales, disoluciones estandar y muestras

Los analitos 2-butanona, 2-pentanona, pirrol, 2-heptanona y 2-etil-1-
hexanol fueron suministrados por Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemania).
El metanol fue proporcionado por Merk (Darmstadt, Alemania). Las
purezas de los compuestos fueron al menos del 98 %. El agua ultrapura
UHQ se obtuvo con un sistema de purificacion Wasserlab Ultramatic

(Noain, Espana).

Se prepararon disoluciones madre a partir de cada uno de los
compuestos comerciales de concentraciones entre 490 y 5000 mg L en
metanol y se conservaron a 4 °C. Estas disoluciones se utilizaron para
preparar otras de concentraciéon intermedia que contenian los cinco
compuestos también en metanol a partir de las cuales se prepararon las
disoluciones de trabajo en agua ultrapura en las que los compuestos se

encontraban en concentraciones entre 0.048 y 12 mg L.

Se utilizaron muestras de orina de 20 adultos de ambos sexos que se
almacenaron a -20 °C. Las muestras entre la 1 y la 13 (4 mujeres y 9
hombres) pertenecian a individuos sanos no afectados aparentemente
por ninguna enfermedad; las muestras entre la 14 y la 20 (2 mujeres y 5
hombres) pertenecian a pacientes de la Unidad de Medicina Interna del
Hospital Virgen de la Vega de Salamanca. El paciente n° 14 tenia un
carcinoma metastdsico urotelial infiltrante y el paciente n° 15 tenifa un
hepatocarcinoma multicéntrico metastasico; los pacientes del 16 al 20
tenian enfermedades pulmonares, concretamente las que se muestran en

la tabla 1.
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Tabla 1: Vision general de los pacientes con enfermedades pulmonares
Muestra Patologia

16 Adenocarcinoma de pulmoén metastasico

17 Adenocarcinoma de pulmén metastésico

18 Melanoma metastésico

19 Carcinoma epidermoide de pulmén metastasico
20 Adenocarcinoma de pulmén metastasico

El estudio fue autorizado por el Comité Etico del Hospital.

3.2. Preparacion de muestra

Para realizar el andlisis de las muestras, estas se descongelaban a
temperatura ambiente y después se transferian a un tubo de centrifuga
de 15 mL con tapén de rosca (Scharlau, Espafia) y se centrifugaban
durante 10 minutos a 5000 rpm. Para medir las muestras tanto de
individuos sanos como de pacientes, 4.0 mL de orina, 2.0 g de sal (NaCl)
y 50 puL de agua ultrapura se transferian a un vial de espacio de cabeza
de 10 mL (Agilent Technologies, DE, Alemania) que se cerraba con un
tapon con septo de Teflon®/silicona (Agilent Technologies, DE,
Alemania). Para la medida de las muestras dopadas, 4.0 mL de orina, 2.0
g de NaCl y 50 pL de la disolucién de trabajo descrita anteriormente se
tranferian a un vial de las mismas caracteristicas (10 mL y tap6n con
septo de Teflon®/silicona). Cada muestra se analizé por triplicado (tres

viales, una inyeccién por vial).

3.3. Medida de la creatinina

La variabilidad que presenta la matriz de estudio (como se ha
descrito en el apartado V, en esta misma seccion) hace necesario el uso

de un método de normalizacion si se quiere realizar una recogida
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puntual de orina en lugar de prolongados muestreos que podrian
consistir en la recogida de muestra a lo largo de todo un dia. El método
mas utilizado es la normalizacién de las concentraciones de los analitos

a la concentracion de creatinina (mmol).

Para llevar a cabo estas medidas, se utiliz6 una modificaciéon del
método Jaffé [37,38] y se utilizé un espectrofotémetro ultravioleta-visible
Shimadzu UV/Vis-160 (Kioto, Japon). Se utiliz6 una celda de cuarzo

(Suprasil) de 10 mm de paso 6ptico.

Los valores normalizados se expresaron como nmol de analito/ mmol

de creatinina.

3.4. Instrumentacion utilizada en el método de cribado HS-PTV-
MS

3.4.1.Generador de espacio de cabeza

El muestreo mediante espacio de cabeza se llevé a cabo con un
automuestreador PAL (CTC Analytics AG, Zwingen, Suiza). Este
muestreador estd equipado con una bandeja para 32 muestras
consecutivas y con un horno con 6 posiciones para viales de muestra.
Los viales de muestra se introducian en el horno a 90 °C durante 5 min,
condiciones en las que se generaba el espacio de cabeza. Durante este
tiempo, la muestra era agitada a 750 rpm. Para la inyeccién de la
muestra de espacio de cabeza se utiliz6 una jeringa a 110 °C en la que se
seleccion¢ el volumen de inyeccion maximo, 2.5 mL. Las velocidades de
llenado y de inyeccién se fijaron en 100 y 250 pL s, respectivamente.
Tras la inyeccién, la jeringa se limpia durante 2 minutos con un flujo de

He N50 (99.999 %, Air Liquide). El tiempo entre dos inyecciones
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consecutivas se fij6 en 14 min.

3.4.2.Inyector de temperatura programada

Los experimentos se llevaron a cabo con un inyector de temperatura
programada (PTV, CIS-4, Gerstel, Baltimore, MD, USA), con un liner
relleno de Tenax-TA® de dimensiones 71 mm x 2 mm. En el PTV se
seleccion6 el modo de inyeccién solvent vent en el que, inicialmente, la
muestra del espacio de cabeza se inyectaba en el PTV, que mediante un
sistema de enfriamiento con CO; liquido, se encontraba a 35 °C de tal
manera que los analitos quedaban retenidos en el liner mientras la
vélvula de division o de split permanecia abierta permitiendo la
eliminaciéon del disolvente durante 0.1 min. Se ajusté un flujo y una
presion de venteo de 50 mL min y 5.0 psi (34474 Pa), respectivamente.
Una vez finalizada esta etapa de venteo, se programa la segunda etapa,
de transferencia de los analitos al sistema cromatografico; para ello, se
cierra la valvula de split y el PTV se calienta rdpidamente (12 °C s1) hasta
250 °C. El tiempo de transferencia se fijo6 en 1.5 min. Finalmente, la
valvula de split se vuelve a abrir para limpiar el sistema con un flujo de

150 mL min! mientras se mantiene la temperatura el PTV a 250 °C.

3.4.3.Interfaz entre el PTV y el MS

La interfaz entre el sistema de inyeccion y el espectrémetro de masas
fue una columna de baja polaridad DB-VRX de dimensiones 20 m x 0.18
mm x 1um de J&W Scientific Columns de Agilent Technologies que se
mantenia a 240 °C en un cromatégrafo Agilent Technologies 6890 GC
durante todo el tiempo de anédlisis. A esa temperatura, la columna

pierde su capacidad de separacién y se comporta como una simple linea
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de transferencia que une el PTV y el detector. Esta configuracion
instrumental permite llevar a cabo posteriores analisis cromatograficos

Unicamente cambiando el programa de temperaturas del horno.

3.4.4.Espectrometro de masas

El detector utilizado fue un espectrémetro de masas cuadrupolar (HP
5973 N) equipado con una fuente de ionizacién inerte. Se operd en el
modo de ionizacién electrénica a un voltaje de 70 eV. La fuente de
ionizacion y el cuadrupolo se mantuvieron respectivamente a una

temperatura de 230 y 150 °C.

Los analisis se realizaron en modo de adquisicién de datos scan (1.06

scan s) en un rango de relaciones masa/carga de 35 - 120 amu.

El tiempo de adquisicion se fijé en 2.5 min. Y se fij6 un tiempo entre
inyecciones de 6.0 min ya que el PTV tenia que enfriarse desde la

temperatura final de 250 °C hasta la temperatura inicial de 35 °C.

3.5. Instrumentacion utilizada para el método de confirmacién HS-

PTV-GC-MS

Las condiciones del generador de espacio de cabeza (HS) y del
inyector de temperatura programada (PTV) fueron las mismas que las

usadas en el método de cribado.

3.5.1.Cromatografo de gases

En este método separativo, la columna es la misma que en el método
anterior; sin embargo, en este caso se utiliza un programa de

temperaturas que permite la separacion cromatogréfica.
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Se programé una temperatura inicial de 45 °C que se mantuvo
durante 1.5 min. Una vez pasado este tiempo, la temperatura se fue
incrementando a una velocidad de 30 °C min! hasta 81 °C; después se
seleccion6 otra rampa de 60 °C min?! para aumentar la temperatura
hasta los 175 °C y, por dltimo, una de 45 °C min?! hasta alcanzar la
temperatura final de 240 °C que se mantuvo durante 0.50 min. El gas
portador utilizado fue helio N50 (pureza 99.999 %, Air Liquide) a un
flujo de 2.0 mL min~. El tiempo total de cromatograma fue de 6.21 min.
Tras este tiempo, se necesitaron otros 7 min antes de que la siguiente
muestra pudiese ser analizada ya que la columna tenia que ser enfriada
desde la temperatura final (240 °C) hasta la temperatura inicial (45 °C).
Por lo tanto, se fij6 un intervalo entre dos inyecciones consecutivas de 14

min.
3.5.2.Espectrometro de masas

El modo de adquisicién utilizado en el detector en el método de
confirmacién fue el modo SIM/scan combinado que permite el registro
de datos SIM (seguimiento de iones seleccionados) y scan en un mismo
analisis. En el modo de adquisicién scan se registraron las relaciones
m/z (masa/carga) comprendidas entre 35 y 120; sin embargo, se crearon
tres grupos con diferentes velocidades de barrido entre 2.94 y 9.30 scan s-
1. Este modo se utiliz6 para la identificacion de los compuestos objeto de
estudio mediante la comparaciéon de los espectros obtenidos con los
espectros de la base de datos NIST'98 (NIST/EPA/NIH Mass Spectra

Library, version 2.0).

El modo de adquisicion SIM se utilizé para la cuantificacién. En este

modo de adquisicién se seleccionaron cinco ventanas, escogiéndose en
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cada caso los iones caracteristicos de los analitos que aparecian a esos
tiempos, como se observa en la tabla 2 en la que se recogen los

pardmetros del modo de adquisiciéon SIM/ scan.

Tabla 2: Pardmetros del modo de adquisicion de datos SIM/scan combinado
utilizado en el método separativo de confirmacion

Meétodo de confirmacién (SIM/ scan combinado)

tl‘z SIM SIM 'y Scan
(min) (scan s1)
Pico Compuesto . Duwell time
o Iones

n (ms)

1 2-butanona 2127  41,42,43,57,72 10 2.94

2 2-pentanona 2.861 41, 43, 86 10 5.08

3 Pirrol 3.291 39,41, 67 10 5.08

4 2-heptanona 3.980 43,58,71 1 9.30

5 2-etil-1-hexanol 4.466 41,43, 57 1 9.30

* Pico base en negrita

3.6. Analisis de datos

La recogida de los datos se realiz6 con el software Enhanced
ChemStation, G1701EA versién E.00.00.202 de Agilent Technologies [23].
La calibracion multivariante por regresiéon por minimos cuadrados
parciales (PLS1) se llevé a cabo utilizando el paquete de software
estadistico Unscrambler® v10.2 [24]. Para la realizacion de los gréficos
box-plot, el test U de Mann-Whitney y el test de rangos y signos de

Wilcoxon se utilizé el programa estadistico OriginPro v8.0724 [25].

3.7. Métodos optimizados HS-PTV-MS y HS-PTV-GC-MS
Las condiciones experimentales 6ptimas de los dos métodos de
andlisis y de todos los moédulos que componen la configuracion

instrumental utilizada en este trabajo se muestran en la tabla 3.
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Tabla 3: Condiciones experimentales de los métodos optimizados

GENERADOR DE ESPACIO DE CABEZA

Volumen de muestra 4 mL de orina
Cantidad de sal (NaCl) 2¢g
Temperatura del horno 90 °C
Tiempo de generacién del espacio de cabeza 5 min
Velocidad de agitacion 750 rpm
INYECTOR DE TEMPERATURA PROGRAMADA
Liner Liner relleno de Tenax-TA®
Flujo de purga 50 mL min-!
Tiempo de purga 0.10 min
Modo de inyecciéon: ~ Tiempo de inyeccion 1.5 min
Solvent Vent Flujo de limpieza 150 mL min
Temperatura 35°C
Rampa 12 °C s! hasta 250 °C
CROMATOGRAFO DE GASES
Columna Columna capilar DB-VRX (baja polaridad)
I\H/Igflgig-MS Temperatura 240°C
Temperatura inicial 45 °C (1.5 min)
Método Rampa 1 30 °C min! hasta 81 °C
HS-PTV-GC-MS Rampa 2 60 °C min! hasta 175 °C
Rampa 3 45 °C min'! hasta 240 °C (0.5 min)
ESPECTROMETRO DE MASAS
Modo de adquisicién scan
Relaciones m/z (scan) 35-120
Velocidad de barrido 1.06 scan s
Modo de adquisicién de datos SIM/ scan combinado
Relaciones m/z (scan) 35-120

2.94 scan s (0.43 - 2.66 min)

Velocidades de barrido 5.08 scan s (2.66 - 3.45 min)
9.30 scan s (3.45 - 6.21 min)
10 ms (0.43 - 3.45 min)

1 ms (3.45 - 6.21 min)
Solvent delay 0.43 min

1
1

Tiempo de permanencia (SIM)
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Variables que afectan a la generacion de espacio de cabeza

Las variables que se estudiaron para la eleccién de las condiciones
Optimas de generaciéon del espacio de cabeza fueron las siguientes:
fuerza iénica, volumen de muestra y tiempo y temperatura de

equilibrado.

Habiéndose comprobado en trabajos anteriores de esta Tesis la
ventaja que aporta la adicion de sales a la matriz de orina (capitulo V), se
decidi6 utilizar la misma situacién de sobresaturacion de sales en el vial
de analisis. De igual manera, se mantuvo el mismo volumen de muestra
de 4 mL que en el trabajo anterior. El contenido de sales para este
volumen (2 g de NaCl) junto con el volumen de orina seleccionado
permitia una relacién de fases adecuada entre la muestra y el espacio de

cabeza.

Se probaron diferentes temperaturas de generacion de espacio de
cabeza: 60, 70, 80 y 90 °C. La sefal analitica de los compuestos
estudiados aumenta al aumentarse la temperatura de equilibrado del
espacio de cabeza (figura 1), por lo que se seleccioné como 6ptima una
temperatura de equilibrado de 90 °C ya que temperaturas mayores

conducirian a una presencia elevada de agua en el espacio de cabeza.
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Figura 1: Area de pico del compuesto 2-butanona (compuesto representativo del
comportamiento del resto de biomarcadores estudiados) para diferentes valores de
temperatura de equilibrado

En cuanto al tiempo de equilibrado, se realiz6 un estudio a tres
tiempos diferentes: 5, 10 y 15 minutos. No se observaron diferencias
significativas en las dreas de pico de los analitos objeto de estudio, por lo
que se concluye que al menor de los tiempos estudiados se ha alcanzado

ya el equilibrio en el vial y se seleccioné ese tiempo como 6ptimo.

4.2.Variables que afectan al sistema PTV-(GC)-MS

4.2.1.Condiciones del inyector de temperatura programada

El modo de inyeccién seleccionado en ambos métodos fue el de purga
de disolvente o solvent vent debido a las ventajas que supone su

utilizacion en cuanto al aumento de la sensibilidad del método.

Para la eleccion de la temperatura inicial a la que se realiza la
inyeccion, una misma disolucién de los compuestos objeto de estudio se

someti6 a diferentes andlisis en los que se modific6 la temperatura de
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inyeccion entre 15 y 65 °C. Las mayores diferencias se encontraron en el
mas volatil de los compuestos estudiados, la 2-butanona; para este
compuesto los mejores resultados se obtenian con una temperatura de
25 °C y se observaba una clara disminucién de la sefial analitica a partir
de los 45 °C. Para el resto de compuestos la sefial aumentaba hasta los 45
°C y se mantenia constante a temperaturas superiores. Como solucién de
compromiso, se escogié una temperatura de 35 °C con la que se obtenian
las sefiales méas altas para la mayoria de los compuestos objeto de
estudio. En la figura 2 se observa la variaciéon de la sefial analitica para
las diferentes temperaturas de venteo estudiadas para el compuesto mas

y menos volatil de los estudiados.

A partir de las sefales de perfil generadas a cada una de estas
temperaturas con el método de cribado se obtuvieron los mismos
resultados cuando se integr6 el area bajo la curva de las relaciones m/z

mayoritarias de cada uno de los compuestos estudiados.

(o]
[¢)]

Area/ 108
I
h
}
H
Area/ 105
a
[
=
il

=
1

15 25 35 45 55 65 15 25 35 45 55 65
Temperaturainicial PTV (°C) Temperaturainicial PTV (°C)

Figura 2: Serial analitica para las diferentes temperaturas de venteo estudiadas y
para los compuestos (a) 2-butanona y (b) 2-etil-1-hexanol

Se realiz6 el estudio del flujo de venteo para valores entre 25 y 150

mL min?. No se observaron grandes diferencias en la sefial analitica de
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los compuestos ni en la de sus relaciones m/z cuando se realizé esta
prueba con el método no separativo, por lo que se seleccioné un flujo

intermedio de 50 mL min-1.

En cuanto al tiempo de venteo, se estudiaron tiempos entre 0.10 y
1.00 min. El menor de estos tiempos era suficiente para asegurar la
eliminacion del disolvente y ademdas era aquel con el que mayor
reproducibilidad entre inyecciones se conseguia, por lo que se seleccioné

un tiempo de venteo de 0.10 min.

Para estudiar el tiempo de inyeccion se realizaron pruebas a1, 1.5y 2
minutos. No se observaron diferencias significativas en la sefial analitica
de los compuestos estudiados para los diferentes tiempos de inyeccién,
por lo que se seleccioné un tiempo intermedio de 1.5 min en ambas

metodologias.

A partir de los estudios previos recogidos en esta memoria (capitulo
V), se seleccioné Tenax-TA® como relleno del liner del inyector; se trata
de un relleno hidrofébico muy util para el analisis de muestras con
matrices acuosas como es la orina y mejora la retencion de los

compuestos en modos de inyeccién como el de venteo de disolvente.

4.2.2. Condiciones de la separacion cromatografica

En cuanto a la separacién cromatogréfica, se estudiaron temperaturas
iniciales entre 40 y 75 °C. Los mejores resultados en cuanto a morfologia
de pico y sefal analitica para los compuestos més volétiles, que son los
que se ven mds afectados por la temperatura inicial de la rampa
cromatogréfica, se obtenian a temperaturas bajas. Por tanto, se

seleccion6é una temperatura inicial de 45 °C con la que, ademas, se
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obtenian los mejores valores de reproducibilidad entre inyecciones.

Se realiz6 también un estudio del tiempo al que se mantenia la
temperatura inicial para tres valores: 0.5, 1 y 1.5 min. Se seleccioné un
tiempo de 1.5 min siendo aquel con el que mejores resultados en cuanto
a la altura y morfologia de pico del primero de los compuestos se
obtenian. Para el resto de los compuestos no se observaban grandes

diferencias.

Como temperatura final se seleccioné una temperatura de 240 °C.
Esta temperatura es la que se utiliza en el método no separativo cuando

se quiere utilizar la columna cromatografica como linea de transferencia.

4.2.3. Condiciones del espectrometro de masas

El modo de adquisicién de datos seleccionado fue el modo SIM/scan
combinado que permite la recogida de datos SIM (seguimiento de iones
seleccionados) y scan en un mismo andlisis, utilizdndose el
cromatograma SIM para la cuantificacion de los analitos objeto de

estudio y el cromatograma en scan para la identificacion de los mismos.

En el modo de adquisiciéon de datos scan, para las relaciones m/z
comprendidas entre 35 - 120, se probaron diferentes velocidades de
barrido entre 29.06 y 0.54 scan s tanto en el método separativo como en
el no separativo. En el primer caso, se realizaron tres grupos diferentes
para la adquisicion en scan utilizando como criterio la relacion
sefial /ruido para cada uno de los compuestos estudiados. Los mejores
resultados se obtuvieron para una velocidad de 2.94 scan s para el
primer grupo (2-butanona), una de 5.08 scan s para el segundo (2-

pentanona y pirrol) y una de 9.30 scan s para el tercero (2-heptanona y
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2-etil-1-hexanol).

Para el método no separativo, sin embargo, se escogié una tnica
velocidad de barrido ya que en este caso se compard la relacion
sefial /ruido de toda la sefial de perfil y no de compuestos por separado,
obteniéndose que los mejores resultados se conseguian con una

velocidad de barrido de 1.06 scan s-1.

En el modo de adquisicion de datos SIM, es necesaria la optimizaciéon

del tiempo de permanencia o dwell time para cada ion seleccionado.

Se probaron diferentes tiempos de permanencia (1, 10, 30, 60 y 100
ms). Con tiempos de permanencia altos (60 y 100 ms) la definicién de los
picos era muy pobre y, por el contrario, cuando se seleccionaba un
tiempo de 1 ms, sin embargo, especialmente en el caso de los primeros
picos, también el ruido aumentaba en gran medida. La mejor relacion
entre definicion de pico y sefal del ruido se obtuvo para un tiempo de
permanencia de 10 ms en las tres primeras ventanas y para las dos

tltimas se seleccion6 un tiempo de 1 ms.

4.3.Sefiales obtenidas con los métodos optimizados

Se han propuesto dos métodos de anélisis. Un primer método de
cribado (screening) HS-PTV-MS basado en un esquema analitico no
separativo en el que la interfaz entre el HS y el MS es una columna que
se mantiene a una temperatura de 240 °C y un segundo método de
confirmacién que incluye una etapa de separacion cromatografica HS-
PTV-GC-MS. Un esquema de ambos métodos, asi como del tipo de sefial

que se obtiene con cada uno se observa en la figura 3.
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Figura 3: Esquema de las confiquraciones instrumentales de (a) método de criba
(screening) HS-PTV-MS y (b) método de confirmacion HS-PTV-GC-MS

En el método basado en una configuraciéon de nariz electrénica, los
volatiles generados en el espacio de cabeza producen un perfil de
corriente idnica total como el que se muestra en la figura 4a, que
corresponde a una muestra de orina con concentracién de analitos entre
0.12 y 124 pg L. El espectro de masas que representa la suma de las
intensidades de todos los iones detectados durante el tiempo de
adquisicién se muestra en la figura 4b. Algunas de las relaciones m/z
mas abundantes corresponden a los iones caracteristicos en el espectro

de masas de algunos de los analitos estudiados (43, 58 y 86).
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Figura 4: (a) Serial de perfil de los iones totales obtenida con el método HS-PTV-
MS de una orina con concentraciones de los compuestos estudiados entre 0.12 y 124 ug
L% (b) espectro de masas que representa la suma de las intensidades de todos los iones
detectados durante el tiempo de andlisis.

4.4.Evaluacién de los métodos analiticos optimizados

4.4.1.Método de confirmacion HS-PTV-GC-MS

Se describe primero la evaluacién del método separativo, ya que, a

pesar de proponerse como método de confirmacion, este método sera el
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utilizado para cuantificar las concentraciones de los analitos en las
muestras que se utilizaran para construir los calibrados del método no

separativo.

En primer lugar y con el fin de estudiar la posible existencia de efecto
de matriz, se llevé a cabo una comparacién entre las sefiales obtenidas
con muestras de agua ultrapura y de orina de 8 individuos diferentes.
Las muestras se doparon con los cinco analitos en concentraciones que
variaban entre 1.6 (2-heptanona) y 88 pg L7 (pirrol). Se observaron
diferencias significativas en las sefiales de los analitos entre las
diferentes muestras de orina y entre estas muestras y la de agua
ultrapura. Para evitar el efecto de matriz, se valoré la posibilidad de
diluir la orina con agua ultrapura. Se probaron dos relaciones de
dilucion distintas, 1:1 (2 mL de orina + 2 mL de agua ultrapura) y 1:3 (1
mL de orina + 3 mL de agua ultrapura). Sin embargo, el efecto de matriz
no se consiguié eliminar como se puede observar en la figura 5. No se
probaron mayores diluciones de la muestra debido a la pérdida de

sensibilidad que supondrian.
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Figura 5: Resultados obtenidos para una muestra de agua y dos muestras de
orina con distintas diluciones (sin dilucion, dilucion 1:1 y 1:3) y dopadas a una misma
concentracion (tras la dilucién). Como ejemplo se ha considerado la sefial analitica del

analito 2-pentanona

La cuantificacion se llevé a cabo mediante el método de las adiciones
estandar. Ademas, se utiliz6 un compuesto enddégeno (4-heptanona),
presente en todas las muestras de orina, como patrén interno. Esta
estrategia d