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Resumen

En este trabajo se propone una metodologia analitica basada en el método QUEChERS y la cromatografia de
gases acoplada a un espectrometro de masas para la determinacion de un grupo de disruptores endocrinos,

incluyendo bisfenoles y alquilfenoles, en muestras de zumos.

Abstract

In this work, an analytical methodology based on QUEChERS method and gas chromatography tandem mass
spectrometry is proposed for the determination of endocrine disruptors, including bisphenols and

alkylphenols, in juice samples.
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Introduccién

1. Introduccién

1.1 Disruptor endocrino: definicion y efectos sobre la salud humana

Segun la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) y el Programa Internacional sobre Seguridad
Quimica (IPCS), un disruptor endocrino se define como una sustancia 0 mezcla de sustancias exdgenas
que altera la funcion del sistema endocrino y, consecuentemente, causa efectos adversos en la salud de un

organismo intacto o su progenie o (sub)poblaciones.

Algunos compuestos organicos pueden afectar a la regulacion del sistema hormonal al ser capaces de
unirse a los receptores de estrogenos. Un ejemplo de ellos son los alquilfenoles. Estos han demostrado tener
efectos toxicos en peces, animales invertebrados y mamiferos. Ademas, también han sido asociados a un
aumento de la incidencia de cancer de mama y a una disminucion del recuento de esperma en humanos?. Las
principales vias de exposicidn a estas sustancias son la inhalacion, la ingestion de alimentos contaminados y

la absorcion dérmica?.

Por otra parte, diversos estudios en humanos han demostrado que los bisfenoles, como el bisfenol A,
son también disruptores endocrinos capaces de provocar trastornos de salud no deseados?, entre los que se

encuentran problemas en el desarrollo y la reproduccion®.
1.2 Alquilfenoles y bisfenoles

Los alquilfenoles son un grupo de sustancias organicas (llustracion 1) consideradas contaminantes

ambientales persistentes y clasificadas como disruptores endocrinos®.

OH

lustracion 1. Estructura quimica del 4-n-amilfenol.

Derivan de la degradacion de alquilfenoles etoxilados, surfactantes sintéticos no i6nicos empleados
habitualmente en una amplia variedad de detergentes, pinturas, lubricantes, resinas y plaguicidas®. También
se usan en resinas epoxi en plasticos y cauchos como, por ejemplo, en tuberias, a partir de las cuales pueden
ser liberados al agua y al medioambiente®. De ahi que algunos alimentos puedan contener estos compuestos
debido a la contaminacion de las materias primas, al proceso de produccion o a la migracion desde los

envases que los contienen’.

Por su parte, los bisfenoles son un grupo de compuestos organicos que presentan dos grupos fenoles,
entre los que destaca el bisfenol A (llustracion 2), que se toma como referencia. El bisfenol A se usa en la

produccidn de resinas fendlicas y epoxi y plasticos de policarbonato, entre otros. Estas resinas suelen usarse



Introduccién

como cubierta protectora en envases alimentarios como las latas, donde puede producirse la migracién hacia

HO | | OH

llustracion 2. Estructura quimica del bisfenol A.

los alimentos®.

1.3 Alquilfenoles y bisfenoles en alimentos

El anélisis de estos compuestos en muestras alimentarias se ha llevado a cabo utilizando técnicas
cromatograficas, tanto la cromatografia de liquidos (LC) como la cromatografia de gases (GC) acopladas a

detectores de espectrometria de masas (MS)°.

Los alquilfenoles han sido mayormente estudiados en muestras medioambientales (aguas de rio*°, lodos
de depuradoras!?, etc.) y en muestras bioldgicas de origen humano (tejidos'?, orina®® o liquido seminal®*,
entre otros). Sin embargo, aunque en menor medida, también se han estudiado en alimentos como aguas
minerales, pescados, mariscos y comidas para bebés. La presencia de estos compuestos en alimentos puede
estar asociada a su migracion desde areas medioambientales contaminadas, tales como rios, mares y

océanos?.

Por otra parte, la presencia de los alquilfenoles en alimentos también puede deberse a su migracion desde
los materiales empleados en la industria alimentaria, siendo especialmente importante el estudio de esta
migracion en alimentos destinados a nifios menores de un afio, ya que los efectos perniciosos de estos

compuestos son mucho mayores para la poblacion infantil’.

En lo que respecta a los bisfenoles, estos han sido identificados en vegetales enlatados, bebidas en lata,
formulas infantiles, carnes y pescados enlatados, café y salchichas, entre otros®. También han sido
especialmente estudiados en alimentos infantiles como formulas infantiles a base de leche, soja e

hipoalergénicas®.
1.4 Marco legislativo

Los disruptores endocrinos pueden actuar en concentraciones extremadamente bajas y, por lo tanto,

incluso una dosis pequefia puede producir efectos perjudiciales®.

En el caso del bisfenol A se ha establecido un limite de migracion especifica de 0,05 mg/kg de alimento
para envases alimentarios, y se ha prohibido su uso en tazas y biberones destinados a lactantes y nifios de

corta edad?’.
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2. Parte experimental

2.1 Patrones, disolventes, reactivos y disoluciones

o Patrones empleados para la preparacion de las disoluciones madre (todos de la casa comercial Sigma
Aldrich):
1. 4-cumilfenol (4-CP, 99%).

4-n-nonilfenol (4-n-NP, 99,9%).
4-tert-octilfenol (4-t-OP, 98,6%).
4-cloro-3-metilfenol (4-Cl-3-MP, 99,7%).
4-tert-amilfenol (4-t-AP, 99,9%).
4-n-octilfenol (4-n-OP, 99,5%).
Hidroxitolueno butilado (BHT, 99%).
2-fenilfenol (2-PP, 99%).
4-n-hexilfenol (4-n-hp, 98%).

. 4-sec-butilfenol (4-sec-BP, 98%).

. 4-n-amilfenol (4-n-AP, 98,7%).

. 4-n-heptilfenol (4-n-HP).

. 4-tert-butilfenol (4-t-BP, 99,9%).

. Bisfenol A (BPA, 99,8%).

. Bisfenol AF (BPAF, 99%).

. Bisfenol A-D1s (BPA-d1s, 98%).

17. 5-bromo-2-cloro anisol (5-Br-2-Cla, 97%).

o Agua Milli-Q (conductividad de 18,2 uS/cm a 25 °C).

o Acetonitrilo grado LC-MS (Merck).

o Metanol grado LC-MS (Merck).

o Ciclohexano grado GC-MS (Merck).
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2.2 Material
El material utilizado consta de:

o Guantes de nitrilo (VWR International).

o Vasos de precipitado de 50, 100 y 250 mL (Afora, Schott, Simax y Labbox).

o Matraces aforados de 5y 10 mL clase A con tapa de vidrio (Afora).

o Pipetas Pasteur (VWR International).

o Puntas de plastico desechables para micropipetas de 2-20 uL, 10-100 uL, 20-200 puL y 100-1000 uL

(Diamond, Gilson, Brand).
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o Columnas capilares HP-5MS (5% fenil - 95% metilsiloxano) de 15 metros de largo, 250 um de
diametro interno y 0,25 um de espesor (Agilent Technologies).

o Microjeringa de 10 uL. de cromatrografia (Hamilton).

2.3 Equipos

2.3.1 Instrumentos

o Cromatografo de gases de la marca comercial Agilent Technologies, modelo GC 7890B, acoplado
a un espectrometro de masas modelo 7000C con un sistema de ionizacion de impacto electrénico
(EI), un analizador de triple cuadrupolo (QgQ) y un muestreador automatico CombiPal.

o Balanza analitica de la marca comercial Sartorius, modelo AW-224, de 0,1 mg de precision 'y 220
g de capacidad maxima.

o Micropipetas de la marca comercial Transferpette, de diferentes capacidades (2-20 uL, 10-100 uL,
20-200 uL y 100-1000 pL).

o Micropipeta de 0,2-2 mL con adaptador para pipeta Pasteur (Socorex).

2.3.2 Aparatos

o Bafio de ultrasonidos, modelos 3510E-MT (Branson) y Ultrasons-512 (Selecta).
o Sistema de purificacion de agua Milli-Q Gradient A10 (Millipore).

2.3.3 Programas informaticos

o GCQQQ/Enhanced MassHunter (Agilent Technologies). Empleado para el control del sistema
de separacién y deteccion, asi como para el tratamiento de datos.
o Microsoft Excel 2016. Empleado para el tratamiento de datos.
2.4 Procedimiento experimental

2.4.1 Limpieza del material

El material de vidrio volumétrico se lavé inicialmente con agua del grifo y jabon, luego se sumergio en
una disolucion de NOCHROMIX® en acido sulfdrico durante 24 horas y se enjuagé varias veces con agua

Milli-Q y metanol grado LC-MS. Por altimo, se dejo secar a temperatura ambiente.

El material de vidrio no volumétrico se lavo con agua del grifo y jabén y luego se enjuagd con agua
Milli-Q. Tras ello, se coloco en la estufa a 100 °C hasta que se seco completamente y se paso a una mufla a
550 °C durante 5 horas.
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2.4.2 Preparacion de disoluciones

Disoluciones madre

Para la preparacion de las disoluciones patrén se pesaron 5 mg del producto comercial en un matraz
aforado de 10 mL, se diluy6é en metanol y se sometio a ultrasonicacion en un bafio de ultrasonidos para
garantizar la disolucion del producto. Una vez homogeneizada, se trasvaso a un vial opaco que se guardé en

el congelador.
Disoluciones estandar

A partir de las disoluciones madre se prepararon diluciones de trabajo para inyectar en el equipo GC-
MS a una concentracion de 1 mg/L. Para ello, se tomo el correspondiente volumen de la disolucion madre,
se trasvaso a un vial, se secd con una corriente de aire seco y se afiadié 1 mL de ciclohexano calidad GC-MS
para su reconstitucion. A continuacién, se prepararon disoluciones conteniendo todos los compuestos a una

concentracion de 2 mg/L en matraces aforados de 5 mL.

Por otra parte, también se prepararon disoluciones individuales de los estandares internos (1Ss) a una

concentracion de 2 mg/L en matraces aforados de 5 mL.
Disoluciones de la curva de calibrado

Para la curva de calibrado se inyectaron disoluciones de los analitos a 10 niveles diferentes de

concentracion, desde 1 pg/L hasta 250 ug/L, utilizando ciclohexano como disolvente (Tabla 1).

Tabla 1. Niveles de concentracion preparados para la curva de calibrado.

Nivel Concentracion (ng/L)

1,0
2,5
5,0
7,5
10
50
100
150
200
250

(BN

OO (NOOD|O B |WIN

=Y
o

2.4.3 Optimizacién de las condiciones del espectrometro de masas

Antes de optimizar las condiciones del espectrometro de masas, para trabajar en modo de monitorizacion
de reacciones multiples (MRM), se deben determinar los iones precursores y los iones producto de cada

analito.
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Para determinar los iones precursores se emple6 el modo Full Scan, que realizo un barrido de masas
dentro de un determinado intervalo de relaciones masa/carga (m/z). Para ello se inyectaron las disoluciones
estandar de cada analito individualmente (2 uL) y se establecieron las condiciones instrumentales’ que vienen

resumidas en la Tabla 2 y en la llustracion 3.

Tabla 2. Condiciones instrumentales del GC-MS.

Temperatura del inyector

240°C

Temperatura de la linea de transferencia

250 °C

Temperatura de la fuente

230°C

Temperatura de los cuadrupolos 1y 2

150 °C

Voltaje de la fuente de ionizacién

70 eV

300

250

200

150

100

Temperatura (C)

[8)]
o

0 2 4 6 8 10 12 14

Tiempo (min)

llustracion 3. Programa de temperatura.

Por otra parte, para determinar los iones producto de los analitos se emple6 el modo Product lon. En
este modo solo pasa un ion con una determinada m/z (que sera el ion precursor previamente establecido)
desde el primer cuadrupolo hacia la celda, donde colisiona con el gas de colision, generando su ruptura,
permitiendo observar su espectro de fragmentacion y seleccionar las transiciones mas intensas para la

determinacién de los analitos.
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Energia de colision

Se trata de la energia suministrada en la celda de colision para generar la fragmentacion del ion precursor.
Si esta energia es demasiado baja, la molécula no se fragmentara lo suficiente, impidiendo ver los iones que
esta genera. Por otra parte, si se suministra un exceso de energia el ion molecular se rompera en mayor
medida, dando lugar a iones muy sencillos con los que es inviable tratar de diferenciar entre diferentes
compuestos. Por ello se considera necesario optimizar este parametro, pues se debe encontrar una energia
adecuada para fragmentar la molécula y poder observar los iones caracteristicos de ella. El rango de energias

de colision?® evaluado se establecio desde 10 hasta 25 V, en intervalos de 5 unidades.
Dwell

El Dwell es el pardmetro que establece el tiempo empleado para medir una transicion (un ion). Si el
Dwell es muy bajo, el tiempo de andlisis se alargara sin ofrecer una mayor resolucién del pico. Por el
contrario, si el Dwell es muy elevado, el pico no tendra una resolucién aceptable para poder trabajar con él.
En este caso se inyectd el mix de los analitos y se establecieron los valores de Dwell, que fueron 50 y 200

ms.

2.4.4 Optimizacién de las condiciones del cromatdgrafo de gases

Programa de temperatura

Con el objetivo de conseguir la mejor separacion cromatografica de los analitos seleccionados con una
resolucion y selectividad adecuada, asi como obtener picos cromatograficos aceptables en términos de
eficacia, se evaluaron distintos programas de temperatura. Dichos programas fueron desde los 80 hasta los
280 °C.

*Nota aclaratoria respecto al desarrollo del presente trabajo: debido a la crisis sanitaria provocada por

el coronavirus los siguientes apartados no se pudieron realizar de forma presencial en el laboratorio.

2.4.5 Validacidn instrumental

Tras la optimizacion de las condiciones de separacion y deteccion, se debe llevar a cabo la validacion
de la metodologia analitica. Para realizar la validacion instrumental se deben calcular una serie de parametros
que garantizan la calidad del método analitico, que son: sensibilidad (LOD (limite de deteccion), LOQ (limite

de cuantificacion)), rango de linealidad y repetibilidad instrumental.

2.4.6 Pretratamiento de la muestra

El método QUEChERS (acrénimo inglés de Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged y Safe) permite la
extraccion multiple de contaminantes organicos presentes en alimentos. Consiste en una extraccion liquido-

liquido (LLE) con acetonitrilo utilizando NaCl y MgSQs para generar un efecto “salting out”, favoreciendo

7
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asi la separacion de las fases, aunque otras sales también han sido utilizadas con este objetivo. Luego, el
sobrenadante se somete a un procedimiento de limpieza mediante una extraccion en fase solida dispersiva
con amina primaria secundaria (para eliminar los compuestos interferentes polares) y MgSQOas (para eliminar
el agua). También se pueden usar otros adsorbentes como el carbdn negro grafitizado (para eliminar

pigmentos como los carotenoides) u octadecylsilano (Cis) (para eliminar lipidos)®®.

2.4.7 Validacion de la metodologia desarrollada

Evaluacién del efecto matriz

Para evaluar el efecto matriz se deben realizar dos calibrados, uno en el disolvente y otro en la matriz
que se vaya a evaluar, preparando, en ambos casos, 10 niveles de concentracion e inyectando 3 réeplicas de

cada uno de ellos®.
Calibrado en la matriz

Este calibrado implica la adicion de diferentes voliumenes de una disolucién patron a varias alicuotas de
la matriz con la que vamos a trabajar y en la que previamente se ha confirmado que no existen los analitos

de interés. Los niveles de concentracion del calibrado serian los mismos que para el calibrado instrumental.
Estudio de recuperaciones

Para el estudio de recuperaciones se deben enriquecer cinco alicuotas de la matriz a 2 niveles de
concentracion al inicio del procedimiento y someterlas al procedimiento de extraccion y analisis

desarrollado?.
Sensibilidad de la metodologia

La sensibilidad se define como la capacidad de diferenciar pequefias variaciones en la concentracion del

analito®’. Se puede establecer en términos de LOD y LOQ teniendo en cuenta la influencia de la muestra.

Debido al marco legislativo aplicable a estos compuestos'® se necesita que el método de analisis sea lo
mas sensible posible, permitiendo detectarlos a bajas concentraciones.
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3. Resultados y discusion

3.1 Propiedades de los compuestos estudiados
En la Tabla 3 aparecen las principales caracteristicas de los analitos seleccionados.

El coeficiente de reparto octanol-agua (Kow) s un indicador general de la tendencia de la molécula a
formar parte de la fase organica. Cuanto mayor sea el logKow, mayor afinidad tendré la molécula por los
tejidos grasos animales y mayor probabilidad de bioacumularse. La mayoria de los analitos de estudio

presentan un valor elevado de logKow, que aumenta a medida que aumenta la longitud de la cadena lateral®.

Por otra parte, la presion de vapor de los analitos ofrece informacion sobre su volatilidad, factor clave
en el anélisis mediante GC. Todos los analitos presentan presiones de vapor relativamente bajas, lo que se
traduce en una baja volatilidad. A pesar de ello, y de que en la mayoria de los casos en los que estos analitos
se determinan mediante GC se llevan a cabo procesos de derivatizacion?® para generar fenoles menos polares
y mas volatiles, existen trabajos donde se han analizado sin necesidad de derivatizar® & 24, Por este motivo,
y con el objetivo de disminuir la complejidad de la metodologia, en este trabajo se decidié trabajar sin

derivatizar.
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Tabla 3. Principales caracteristicas de los analitos de estudio.

Masa - L.
Analito Estructura® Formula molecular Solubilidad en Presion de vapor log K, Punto de Punto de
molecular® agua (g/L, 25°C) | (mmHg, 25 °C) YKo fusion (°C) ebullicién (°C)
(g/mol)®
4-t-BP XQ/ C10H140 150,22 6,07-10'1 (b) 9,19-10‘3 (b) 3,31 (b) gg ® 237,0 (b)
4-n-AP /\/\/Q/ C11H160 164,25 8,48.102 © 1,11-10% © 4,06 ® 230 ® 250,5 ®
OH
4-n-hp \M/Q/ CyoH160 178,28 2,97-10% © 7,23.10* © 452 © 702 © 281,13 ©
OH
4t-0P mp/ Cr4H,0 206,33 511.10% ® 4,78-10* ® 525 ® ga5 ® 27190 ®
4-n-OP WV\/Q/ C14H220 206,33 311.10% © 9,76-10° © 5,50 © 445 ©® 280,0 ®

p A sopelnsey
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Masa

Analito Estructura® Formula molecular Solubilidad en Presion de vapor log K, Punto de Punto de
molecular® agua (g/L,25°C)| (mmHg, 25 °C) 4 N fusion (°C) ebullicién (°C)
(g/mol)®
4-n-NP /\/\/\/\/@ CisHp4O 220,36 7,00-10° ® 8,810 ® 5,76 © 42,0 ® 3170 ®
4-CP CisH160 212,90 4,33.10% © 2,50-10° ® 4,12 ® 74,5 © 335,00 ®
OH
4-sec-BP ﬁ)ij C10H140 150,22 150 ® 4,00-102 ®) 308 61,5 © 241,0 ®
OH
4TAP /><©/ C11H160 164,25 168 © 2,00-10° ® 4,03 ® 95,0 © 2625 ®
OH
4-n-HP /\/\/\/Q/ Ci13H200 192,30 9,65-10° © 279-10* © 501 © 270 © 156,0 ©
BPA Ci5H160, 228,29 3,00-101 ® 4,00-10°% ® 332 ® 160 ® 3605 ®

HO | | OH

p A sopelnsey
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Masa

Analito Estructura® Formula molecular Solubilidad en Presion de vapor log K, Punto de Punto de
molecular® @/mon® | 98 (g/L, 25°C) | (mmHg, 25 °C) g\ fusion (°C) ebullicion (°C)
BPAF CisH10F60; 336,23 4,30-10° © 540-107 ® 4,47 ® 162 ® 400,0 ®
BHT > Cy5Hp.0 220,36 6,00-10% ©® 5,16.10° © 5,10 © 71,0 ® 265,0 ®)
OH
2-PP O O Ci2H100 170,21 7,00-101 ® 2,00-10° ® 3,09 ® 59,0 ® 286,0 ®

@ Obtenido de ChemDraw (version 18.0, PerkinElmer Inc.); ® Obtenido de [25]; © Obtenido de [26].
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3.2 Optimizacion de las condiciones del espectrometro de masas

Inicialmente se obtuvieron los iones precursores para cada analito aplicando el modo Full Scan.

Posteriormente, tras llevar a cabo la fragmentacion, se selecciond la transicion més intensa para cada uno de

ellos, con fines cuantitativos, y la segunda con la finalidad de confirmar su identificacion.

Energia de colision

La eleccidn entre una energia de colision u otra se determina mediante el estudio de los espectros de

fragmentacion generados. En ellos se busca que la intensidad de la sefial de los iones precursores sea menor

que la de los iones producto, lo que se traduce en que la fragmentacion ha ocurrido de forma satisfactoria. Si

laintensidad de la sefial de los iones de partida es muy superior a la de sus fragmentos significa que la energia

aplicada es insuficiente, lo que impediria identificar los iones generados de manera adecuada en modo MRM.

En la Tabla 4 vienen reflejadas las energias de colision que mejor resultado ofrecieron en cada caso, asi como

las transiciones seleccionadas y los tiempos de retencion (tr) para cada analito.

Tabla 4. Energias de colision seleccionadas para cada analito y sus correspondientes transiciones.

Orden Analito tr (mMin) 12 transicion Ecolision (V) 22 transicion Ecolision (V)
1 4-Cl-3-MP 5,002 142 — 77 25 142 — 107 10
2 4-t-BP 5,021 135 — 107 10 135 - 77 25
3 4-sec-BP 5,161 121 - 77 25 121 — 91 25
4 5-Br-2-Cla (IS) 5,607 222 — 179 25 222 — 207 10
5 4-t-AP 5,733 135 — 107 10 135 — 77 25
6 4-n-AP 5,739 107 — 77 10 107 — 79 10
7 BHT 6,710 205 — 57 10 205 — 105 25
8 2-PP 6,797 170 — 141 10 170 — 169 10
9 4-n-hp 7,078 107 — 77 10 107 — 79 10
10 4-t-OP 7,614 135 — 107 10 135 — 95 10
11 4-n-HP 8,259 107 — 77 25 107 — 51 25
12 4-n-OP 9,391 107 — 77 25 107 — 79 10
13 4-n-NP 10,102 107 — 77 10 107 — 79 10
14 4-CP 10,112 197 — 103 25 197 — 91 25
15 BPAF 11,235 267 — 199 15 267 — 201 25
16 BPA-ds (1S) 11,983 224 — 125 10 224 — 97 25
17 BPA 12,018 213 —» 91 25 213 —> 119 15
Dwell

Los picos de los cromatogramas MRM obtenidos tras aplicar un Dwell de 200 ms presentan una eficacia

y resolucion muy bajas con las que es inviable trabajar. Sin embargo, los cromatogramas MRM obtenidos

con un Dwell de 50 ms presentan picos cromatograficos bastante aceptables, con una buena intensidad y con
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adecuada eficacia. En la llustracion 4 se puede observar la comparacion de cromatogramas obtenidos con

ambos valores de Dwell.

1,8-10* Grifico A (Dwell = 200 ms)
1,6-10*
1,4-104
1,2-10
1,0-104
8,0-10°
6,0-103
4,0-10°
2,0-10°

0

Seiial

Tiempo (min)

3,0-10° Grifico B (Dwell = 50 ms)
2,5-10°
2,0-10°
1,5-10°
1,0-10°
5,0-10

Seiial

3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Tiempo (min)

lustracion 4. Gréafico A) Cromatograma MRM del mix de analitos para un Dwell de 200 ms. Grafico B) Cromatograma
MRM del mix de analitos para un Dwell de 50 ms.
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3.3 Optimizacion de las condiciones del cromatografo de gases
Programa de temperatura

Los programas de temperatura propuestos para el analisis simultaneo de alquilfenoles y bisfenoles vienen
reflejados en la llustracion 5.

300

250 ——Programa de temperatura
o de referencia
= 200
g e Propuesta programa de
g 150 temperatura 1
o
g Propuesta programa de
= 100 temperatura 2

50 e Propuesta programa de

0o 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 temperatura 3

Tiempo (min)

lustracion 5. Programas de temperatura propuestos para el analisis simultaneo de alquilfenoles y bisfenoles frente al
programa de temperatura de referencia’.

De los programas propuestos el que mejor resultado ofrecio fue el programa 3, ya que proporciona picos
cromatograficos con altas eficacias y buenas resoluciones. Ademas, el tiempo de analisis se reduce

considerablemente, de 18 hasta 12 min, tal y como se muestra en el siguiente cromatograma (llustracion 6).

1,0-10° 1,2

9,0-10° 5

8,0-10° 10
7,0-10°
6,0-10°
5,0-10°
4,0-10° 3
3,0-10°

2,0-10° 6 9 ~
1,0-10° 4 78
0 ﬁ 16, 17

4,5 5 55 6 6,5 7 7,5 115 12

Seiial

Tiempo (min)

lustracion 6. Cromatograma obtenido con el programa de temperatura 3.
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3.4 Validacion instrumental
Los parametros necesarios para la validacion instrumental son los detallados a continuacion:
Limite de deteccion (LOD)

El LOD se establece como la minima concentracion capaz de producir una sefial significativamente
distinta de la sefial ofrecida por el blanco para un nivel de confianza dado?’. Se trata de una concentracion
calculada para dar una relacion sefial/ruido (S/N) de 3. Para calcularlo, se debe inyectar varias veces un nivel
bajo de concentracion de un analito y calcular la S/N %. Una vez se tenga calculada dicha relacion, se
determina la concentracion correspondiente para una S/N de 3.

Limite de cuantificacion (LOQ)

El LOQ se define como la minima concentracion a la que se puede cuantificar. Se trata de una

concentracion que proporciona una S/N de 10, y se calcula de la misma manera que el LOD?.
Rango de linealidad

El rango de linealidad es aquel en el que la respuesta instrumental es linealmente proporcional a la
concentracion del analito. La linealidad se evaltia mediante el coeficiente de correlacion (R?) de la curva de
calibrado. Para que un método analitico sea util debe tener un intervalo lineal de, al menos, dos érdenes de

magnitud??.
Repetibilidad instrumental

La repetibilidad instrumental evalGa la precision de las areas y de los tiempos de retencion, que se
obtienen al inyectar varias veces una misma disolucion dentro de un mismo dia (repetibilidad intradia) y en
distintos dias (repetibilidad interdia). La repetibilidad se considera adecuada cuando los valores de
desviacion estandar relativa (RSD) son inferiores al 10% en el caso de las areas y 5% para los tiempos de

retencion.

En el caso particular de este trabajo también se utilizarian ISs que permitirian solventar posibles

problemas de repetibilidad, en el caso de que los hubiese, en las determinaciones realizadas.
3.5 Pretratamiento de la muestra

En la Tabla 5 se presenta un resumen de los pretratamientos usados por otros grupos de investigacion

para determinar alquilfenoles y bisfenoles en diversas muestras alimentarias.

16



LT

Tabla 5. Comparacion de diferentes pretratamientos en muestras alimentarias para la determinacion de alquilfenoles y bisfenoles mediante GC-MS.

8 Muestra Método de Recuperacion 8 -

Analitos (cantidad) extraccion (%) LOD LOQ Observaciones Cita
4-t-BP - Antes de la extraccion se
4-n-AP Férmulas y someti6 a una hidrolisis

ATOP 1 oreales infantiles m-u-dSPE 89,9 — 1214 400 — 1700 ng/kg 1400 5700 acida con acido 7
4-n-hp 05 ng/kg tricloroacético
4-n-OP 05 9) - Derivatizacién con
4-n-NP anhidrido acético

40P Pescados y SPE asistida por Derivatizacién con BSTFA
4;;2'3 mariscos (2 g) ultrasonidos 84 -105 05 -06 ng/kg ) + 1% TMCS [1]
4t-AP

4-CP Agua (1 mL) SPE 832 —97,8 16 — 33 ng/L 53 — 110 ng/L - [24]
4-n-OP
4-n-OP Comida casera
4-n-NP QUEChERS 36 - 130 0.35 — 14.37 pglkg - - [19]

envasada (1 9)

BPA
4-n-NP dSPE asistida por Derivatizacién con BSTFA
4-t-BP Verduras (2 g) ultrasonidosp 74 - 104 100 — 200 ng/kg 200 — 800 ng/kg [28]

BPA

+ 1% TMCS
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8 Muestra Método de Recuperacion 8 -
Analitos (cantidad) extraccion (%) LOD LOQ Observaciones Cita
4-n-OP Aceites vegetales
4-n-NP 05) LLE 814 — 98,6 1,2 - 3,0 pg/kg - - [18]
4-n-OP - BExtraccion asistida por
4-n-NP microondas previa a la SPE

2-pp Cereales (2 9) SPE 82 - 105 0,4 - 0,6 ng/kg - - Derivatizacion con [29]
BPA BSTFA + 1% TMCS

BPA Carne enlatada (5| QuEChERS y p- ) B B Derivatizacion con

BPF g) DLLME 72-9 0.15 —040 ne/ke 0515 nefke anhidrido acético [3]
BPA Agua embotellada Derivatizacion con BSTFA

BPE 1L SPE 73,3 — 1148 0,68 — 0,91 ng/L 2,27 — 3,02 ng/L + 1% TMCS [30]
BPA Carne enlatada Derivatizacion con anhidrido

BPF (10 g) u-SPE 79 - 84 0,10 pg/kg - acético [31]

m-p-dSPE (microextraccion magnética en fase sélida); SPE (extraccién en fase solida); LLE (extraccion liquido-liquido); dSPE (extraccion en fase

sélida dispersiva); p-DLLME (microextraccion liquido-liquido dispersiva); p-SPE (microextraccion en fase sélida); BSTFA (N, O-

bis (trimetilsilitrifluoroacetamida); TMCS (trimetilclorosilano).
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Tras la evaluacion de la bibliografia, se propuso la utilizacion del método QUEChERS basado en una
LLE y una posterior limpieza, tal y como se indica en la parte experimental. La eleccion se basa en que este
método es sencillo y permite tratar un mayor nimero de muestras de forma simultanea, aspectos de gran
importancia en la industria alimentaria, cumpliendo, ademas, con los requisitos de la llamada “Quimica

verde” o “Quimica sostenible”?.

Este pretratamiento se aplicaria a muestras de zumo, siendo necesario optimizarlo para el grupo de

analitos de interés.
3.6 Validacion de la metodologia desarrollada
Evaluacién del efecto matriz

Para evaluar el efecto matriz se comparan las pendientes de las curvas de calibrado descritas en el

procedimiento experimental y se determina el efecto matriz a partir de la siguiente expresion?:

. pendiente calibrado disolvente
% Efecto Matriz (% EM) = (1 - _ : : ) :
pendiente calibrado matriz

Si el % EM es superior al 50% se considera que existe un fuerte EM asociado a un incremento de la
sefial. Si el valor se encuentra entre el 20-50%, el EM es moderado, mientras que si el valor obtenido esta en
el rango 0-20% se considera que se ha producido una influencia leve por parte de la matriz. Lo mismo ocurre

con los valores negativos, en este caso debido a una supresion de la sefial®3.
Calibrado en la matriz

Este tipo de calibrado se realiza en caso de que exista efecto matriz%.
Estudio de recuperaciones

Las recuperaciones se calculan mediante la siguiente expresion*:

Cantidad de analito recuperado

% Recuperacion = 100

Cantidad de analito afladido

Este valor permite conocer la cantidad de analito que el método es capaz de recuperar tras someter la
muestra a la metodologia aplicada.

Sensibilidad

La sensibilidad se determina a partir del calculo de los LODs y LOQs, teniendo en cuenta las pérdidas
asociadas al procedimiento experimental, la eficacia de la extraccion (recuperaciones) y el efecto de la matriz

analizada (efecto matriz)?.
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4. Conclusiones
De este Trabajo de Fin de Master se pueden extraer las siguientes conclusiones:

e Se ha desarrollado una metodologia analitica para la determinacion simultanea de 15 disruptores
endocrinos, incluyendo alquilfenoles y bisfenoles, mediante GC-MS con un tiempo de analisis de 12
minutos.

e La metodologia ha sido optimizada consiguiendo una adecuada separacion cromatogréfica de los
distintos compuestos isoméricos, lo que permite la identificacion inequivoca de cada analito de forma
individual.

e Se ha seleccionado un pretratamiento de muestra basado en el método QUEChERS, que podria ser
adecuado para la determinacion de estos compuestos en muestras de zumo, teniendo en cuenta la
informacion bibliogréfica recopilada.

e Se ha propuesto una estrategia de validacion de la metodologia analitica basada en la legislacion
actual para muestras alimentarias con el objetivo de garantizar la correcta aplicacion de la misma en
muestras de zumo.

e Lavalidacion satisfactoria de la metodologia propuesta permitira llevar a cabo el analisis de un gran
numero de zumos ampliamente consumidos con el objetivo de evaluar la exposicién de la poblacion

a los disruptores endocrinos seleccionados.
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