UNIVSITAT UNIVERSITAT
JAUME-I JAUME- 1

Universitat Jaume |
Departament de Quimica Fisica i Analitica
Area de Quimica Analitica

Institut Universitari de Plaguicides i Aigues

EVALUACION DE DIFERENTES ESTRATEGIAS BASADAS EN

ESPECTROMETRIA DE MASAS PARA LA DETERMINACION

DE ESPECIES DE As, Se Y Hg. ADAPTACION AL CAMPO
DEL ANALISIS ORGANICO

Tesis Doctoral
ANGEL CASTILLO TIRADO
2012






Dr. Antoni Francesc Roig i Navarro, Profesor Titular de Quimica Analitica de la Universitat

Jaume | de Castelldn,

Certifica: que la Tesis Doctoral “Evaluacion de diferentes estrategias basadas en
espectrometria de masas para la determinacidon de especies de As, Se y Hg. Adaptacién al
campo del andlisis organico” ha sido desarrollada bajo su direccién, en el Instituto
Universitario de Plaguicidas y Aguas, Departamento de Quimica Fisica y Analitica de la

Universitat Jaume | de Castelldn, por Angel Castillo Tirado.

Lo que certifico para los efectos oportunos en Castellén de la Plana, a 25 de Junio de 2012.

Fdo. Dr. Antoni Francesc Roig i Navarro






De acuerdo con el articulo 13.2 RD 99/2011 vy el articulo 18 de la Normativa de
los Estudios de Doctorado de la Universitat Jaume | de Castellon (26-01-2012), la
presente tesis ha sido evaluada por dos censores independientes directamente
relacionados con el drea de investigacion, Dra. Riansares Munoz Olivas (Profesora
Titular del Departamento de Quimica Andalitica de la Universidad Complutense de
Madrid) y Dr. José Luis Todoli Torré (Catedrdtico del Departamento de Quimica

Analitica, Nutricion y Bromatologia de la Universidad de Alicante).






No voldria desaprofitar I'ocasio per a agrair el suport que he rebut de les
nombroses persones que m’han acompanyat durant aquests anys d’aprenentatge, les
quals no sols m'han aportat coses positives per a la tesi sind també per a la vida.

Gracies a tots vosaltres per permetrem créixer com a ésser huma.

En primer lloc, li vull fransmetre al meu director de tesi que em sent afortunat i
orgullés de que m’'haja dirigit. Sens dubte ha aconseguit contagiar-me el seu
entusiasme per la investigacié. Els motius? La seua atencid, dedicacid, paciencia,
complicitat, amistat... Tot plegat ha fet que haja passat de ser un cap a un amic, i

d’'amic a practicament un pare. Gracies Tonil

No puc tindre més que paraules d'agraiment per al Dr. Félix Herndndez, que ha
fet possible que formara part de I'institut Universitari de Plaguicides i AigUes (IUPA). Pels

seus valuosos consells, la seua inestimable ajuda i el seu tracte huma, gracies.
Gracies als meus companys del grup d'investigacio:

Edu, Ramdn (els meus companys de despatx, si és que amb ells déna gust
treballar), Maria (a qui admire com a investigadora i encara més com a persona),
Tania (he de reconéixer que ha sigut tot un plaer ser victima de les seues bromes,
doncs m’han regalat somriures en els moments en que més ho necessitava), Jaime,
Robert (companys de fatigues i sempre predisposats a escoltar-te), Jose (un altre bon
amic que em permet fer-li bromes sobre el Castelld, encara que sap que en el fons
també vull que guanye), Mercedes, Arantxa (amb qui sempre es fan curtes les estones
de café), Inés, Cristina, Emma (les meus veines de despatx a qui aprecie molt), Laura,
Sandra (amb qui he compartit I'equip, gracies a les que he convertit en reptes els
problemes que han anat sorgint), Cristian, Jose Miguel, Gabriel, Sergi, Mdnica, Sonia,
Merche (sempre de bon humor i disposats a ajudar-te),Vima (que té una de energia
naturali una alegria que s’encomana), Clara, Laura, Neus, Montse, Maria B., Ana Maria
(les Ultimes incorporacions al grup, plenes d'entusiasme i ganes d’aprendre), Susana,
Miguel Angel, Carlos, Elena, Oscar, Cecilia, Tati, Marian, Mireia, Cru (que han format
part del grup en alguna etapa de la meua tesi) i molt especialment a Sonia Triguero,

sempre et recordaré.



També volia agrair de manera molt especial a la resta de professors de I'area:
Juanvi, Paco, Ximo, Roque i Elena per donar-me un cop de ma sempre que ho he

necessitat.

Gracias al Dr. José Ignacio Garcia Alonso, una de las personas mds brillantes
que he conocido, por darme la oportunidad de realizar una estancia de investigacion
en el Departamento de Quimica Fisica y Analitica de la Universidad de Oviedo, asi
como al resto del laboratorio, especialmente a Pablo Rodriguez y Giuseppe Centineo.

Por culpa de todos ellos, Oviedo se ha convertido en mi segunda casa.

Per Ultim, encara que no en importancia, no puc deixar de nomenar a la meua
familia. Als meus pares, gracies per transmetre’'m el valors, educacid i atencions sense
els quals no haguera escrit mai aquestes linies. A les meues germanes, cunyat i nebots,
gracies per compartir amb mi tants i tants moments. | a Maria José sols dir-li que gracies

per ser com és, no podria fer-me més felic.

A tots vosaltres (espere no haver-me deixat a ningud) moltissimes gracies,

Angel



Resumen

RESUMEN

En la presente tesis se ha investigado el potencial de diferentes acoplamientos
instrumentales para llevar a cabo estudios de especiacion de As, Se y Hg en muestras
medioambientales y bioldgicas a nivel de trazas y ultratrazas. Para ello, las especies
seleccionadas son separadas mediante una técnica cromatogrdfica y detectadas
posteriormente por espectrometria de masas. Para corregir los problemas asociados a
la etapa de separacién y a la matriz de la muestra se han propuesto diferentes
estrategias basadas en la utilizacion de sistemas de bajo flujo y la cuantificacion
mediante la técnica de andlisis por dilucién isotépica. La metodologia analitica
desarrollada se ha validado de acuerdo con los criterios de calidad establecidos,
proporcionando una excelente sensibilidad, selectividad, rapidez y robustez que

garantiza la fiabilidad de los resultados obtenidos.

El trabajo presentado se estructura en tres grandes bloques. En el primero de
ellos se aborda la especiacion de As en diferentes matrices por cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de masas con plasma de acoplamiento inductivo (LC-ICP-
MS). Para muestras de agua medioambiental se han incluido dos especies de Se,
dada su previsible presencia en estas muestras y el cardcter multielemental del
detector. El segundo blogue se centra en la especiacion de Hg en muestras de agua y
pescado. Por Ultimo, se describe un procedimiento que permite la determinacién de
compuestos orgdnicos por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
masas en tdndem con analizador de triple cuadrupolo (LC-ESI-MS/MS) sin hacer uso de

curva de calibrado.

El primer bloque se inicia con la adaptacion de métodos ya desarrollados para
cromatografia liquida de intercambio anidnico convencional a sistemas de bajo
caudal (microHPLC). A diferencia de cuando se utilizan flujos convencionales, en estas
nuevas condiciones algunas de las especies estudiadas presentaron interacciones
adicionales al mecanismo de separacién principal que impidieron su cuantificacion.
Se comprobd que la distorsion observada en los picos cromatogrdficos tenia como
origen las conexiones capilares de silice fundida (PFS) con los que viene equipado el
microHPLC para minimizar el volumen exitracolumna. Cuando se bombea una fase

movil a pH mayor de 8.5 se desprenden pequenos fragmentos de sus paredes que
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contienen grupos silanol, los cuales interaccionan tanto con la fase estacionaria como
con los analitos que contienen grupos hidroxilo mediante un mecanismo tfipo enlace
de hidrégeno. De acuerdo con el mecanismo propuesto, la substitucidon de los
capilares de PFS por PEEK asi como la disminucién del pH por debajo de 8.5 permitid
eliminar las interacciones adicionales observadas. Ademds, el uso de una fase movil
mixta a pH 8.7 basada en nitrato y fosfato, con grupos hidroxilo que compiten con los
de los analitos, enmascard el efecto de los productos de degradacion de la silice y

mejord la forma de pico de algunos de los compuestos determinados.

En el siguiente trabajo se evalia el potencial de las columnas microbore en la
especiacion de As y Se. El menor didmetro interno de este tipo de columnas permite
reducir considerablemente el flujo de fase movil requerido en la separacion de las
distintas especies. Sin embargo, son mds susceptibles a los ensanchamientos de pico
originados por el volumen exiracolumna, siendo imprescindible realizar una
minimizacion de las dimensiones de todas las conexiones del sistema. En ese sentido, el
capilar conectado al micronebulizador resultd ser clave de cara a no comprometer la
correcta resolucion de los picos cromatogrdficos. Por otro lado, se estudié el efecto de
la composicidon y pH de la fase movil en la forma de pico. Los mejores resultados se
obtuvieron utilizando un gradiente de nitrato y fosfato a pH 8.3. Se observd que la
disminucién del didmetro interno de la columna microbore utilizada no supone una
mejora en la eficiencia de la separacién. No obstante, el menor tamano de particula
con el que viene empaqguetada proporciond una mejor resoluciéon, lo cual permitid
aumentar la velocidad lineal de la fase moévil y reducir el tiempo de andlisis a menos
de 5 minutos. El método se validd a dos niveles de concentraciéon (0.2 y 2 yg L' para
As, 1y 10 yg L' para Se) obteniéndose recuperaciones entre 89-106% vy limites de
deteccién (LODs) inferiores a 0.05 ug L-! para las especies de As y de 0.35 ug L-! para
las de Se. El uso de una ecuacion de correccién resultd satisfactorio para restar la
contribucién de la interferencia poliatdémica “Ar3SCl+ sobre el pico de MMA, aunque su
LOD depende notablemente del contenido salino en las muestras. El procedimiento
desarrollado se aplicé a diferentes aguas de pozos de riego y abastecimiento urbano,

enconfrdndose numerosos positivos a concentraciones menores de 1 ug L.
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Posteriormente, se modificaron las condiciones cromatogrdficas para hacer posible la

especiacion de arsénico inorgdnico en drenajes de aguas dcidas de mina.

El primer bloque de la tesis finaliza con el desarrollo y validacion de un método
innovador, por su rapidez y selectividad, para la determinacién de especies de
arsénico en muestras de orina humana mediante HPLC-ICP-MS. El andlisis de este tipo
de muestras provoca severos efectos matriz y de deriva de la senal, requiriendo el uso
de patrones internos, generaimente de otro elemento con caracteristicas fisico-
quimicas similares. Para corregir estos problemas durante todo el cromatograma se
propuso la adicidn de Ge post-columna mediante un sistema microHPLC, una vez
separadas las diferentes especies de As. Dado que en el ICP-MS la senal depende
exclusivamente del heterodtomo monitorizado, siendo independiente del compuesto
de partida, se disend un procedimiento de calibracién de un solo punto aplicable a las
especies de As seleccionadas. Basado en la técnica de andlisis por dilucién isotdpica
inespecifica, éste consistié en la adicion de una cantidad conocida de As a la
disolucion de patrén interno de Ge y en el cdlculo del cromatograma de flujo mdsico,
lo que proporciond la concentracién corregida de As(lll), As(V), DMA, MMA y AsB en
una sola inyeccion de muestra. El método se validé satisfactoriamente para una
muestra de orina humana fortificada a tres niveles de concentracién (1, 5y 10 ug L
As) y ofra no fortificada que contenia diferentes concentraciones de las especies de
As. Los resultados coincidieron con los obtenidos utilizando calibracion interna vy
adiciones estdndar, dando coeficientes de variacién menores del 8%. La continua
adicién de As post-columna provocod un incremento en los LODs (alrededor de 0.7 ug L-
I As en la orina diluida 1:5 inyectada). En todo caso, la metodologia propuesta
constituye una rdpida alternativa para evaluar el riesgo de la poblacién expuesta a los

compuestos tdxicos de arsénico.

El segundo bloque se inicia con el estudio de las ventajas que ofrecen los
sistemas de nebulizacién de bajo caudal en la especiacion de Hg por microHPLC-ICP-
MS para la inyeccién directa de muestras de agua sin derivatizacion previa. La elucién
de compuestos organomercuricos en cromatografia de fase inversa precisa la adicién
de un agente quelante y un modificador orgdnico, cuya pirolisis y consiguiente

formacién de depdsitos de carbdn provoca una considerable depresidon de la senal. El
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uso de micronebulizadores permite reducir la carga de disolvente en el plasma sin
comprometer la cantidad de analito infroducida, mejorando la sensibilidad. En primer
lugar, se seleccioné el modificador orgdnico para conseguir la separacion de las
diferentes especies de Hg. Se observd que el metanol provocaba menor disminuciéon
de la senal que el acetonitrilo, por lo que la fase moévil se basd en un gradiente de
metanol. Posteriormente, se evalud el comportamiento de diferentes nebulizadores al
infroducir una disolucion patrén de Hg con cantidades crecientes de metanol. Los
mejores resultados se obtuvieron con el micronebulizador Micromist. Ademds, al
aumentar el porcentaje orgdnico se requirid un menor caudal de gas de nebulizacién,
lo que se tradujo en una respuesta diferente entre los compuestos menos y mds
retenidos. Por este motivo, se optimizd este pardmetro para 5% de metanol, como
compromiso a las fases moviles utilizadas. A causa de la variacion de sensibilidad
durante el cromatograma, resultd critico minimizar el contenido de Hg del agente
guelante para que la subida del nivel de la linea base no comprometiera la
determinacién de ninguna de las especies. El método se validd para aguas
superficiales y subterrdneas a dos niveles de concentracion (0.5 y 10 pyg L),
obteniéndose excelentes recuperaciones (85-100%) y precisiones (RSD<2%) y limites de
deteccién entre 8 y 32 ng L1, segun el compuesto. No obstante, las recuperaciones
para agua residual y agua de mar fueron muy bajas, por lo que para este tipo de
matrices seria necesario un tratamiento de muestra previo a la inyeccion para eliminar
su contenido salino. El procedimiento se aplicdé a aguas de pozos de riego vy
abastecimiento urbano localizadas en el acuifero de la Plana de Castelldn,
detectdndose la presencia de mercurio inorgdnico (Hg(ll)) en la mayoria de las
muestras, aunque siempre en niveles por debajo de 1.5 ug L. El metiimercurio se
detectd en cinco de las aguas analizadas en concentraciones menores que las de
Hg(ll). Por otra parte, en dos de las aguas se encontrd etilmercurio y fenilmercurio,
presentando una de ellas una concentracidon cinco veces superior al Hg(ll), lo que

acentua la importancia de controlar este tipo de compuestos.

En el siguiente trabajo se ha aplicado por primera vez el andlisis por dilucién
isotopica con trazadores multiples a espectrometria de masas molecular. Para ello, se

hace uso de la deconvolucidn de perfiles isotépicos, que permite calcular la
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contribucién del compuesto natural y del marcado en el espectro de masas de cada
pico cromatogrdfico. Proporciona ademds la concentracién original de cada especie,
pues tiene en cuenta cualquier reaccion de interconversion que puede tener lugar
durante el tratamiento de muestra. Este procedimiento se utilizé para desarrollar un
método para la determinacién simultdnea de Hg(ll) y metiimercurio en tejidos de
pescado de alta calidad metroldgica basado en la instrumentacion GC-EI-MS, mas
extendida que GC-ICP-MS debido a su menor coste y sofisticacién. Para ello, se
empled Hg(ll) enriquecido en '9Hg y metiimercurio enriquecido en 20'Hg como
trazadores, cuyas concentraciones se certificaron por GC-ICP-MS mediante dilucién
isotdpica inversa y se compararon con GC-EI-MS. Se observd que la disolucion de
metilmercurio enriquecida en 20'Hg contenia una impureza de Hg(ll), por lo que se
modificaron las ecuaciones para tener en cuenta su contribucidn. Las muestras se
sometieron a una digestidn bdsica y extraccién con microondas focalizado, seguida
de derivatizacion con tetrapropiloorato de sodio, purificacién de la fase orgdnica con
florisil y preconcentraciéon con corriente de nitrégeno. La validacién se llevd a cabo
mediante el andlisis de dos materiales de referencia certificados (CRMs): BCR-464
(atdn) y DOLT-4 (cazdn), y en términos de factores de degradacién por comparacion
con los resultados obtenidos para las mismas muestras por GC-ICP-MS. A pesar de que
se observd una considerable desmetilacion para algunas condiciones de extraccion,
gue dependian de la matriz de la muestra, las concentraciones calculadas
coincidieron siempre con los valores certificados. Los coeficientes de variaciéon
oscilaron entre 2 y 7%, segun la cantidad de cada especie presente en el CRM, vy los

LODs fueron menores de 10 ng g-.

Finalmente, en el Ultimo trabajo presentado se ha adaptado la dilucion
isotépica con deconvolucidn de perfiles isotdpicos a la determinacién de
contaminantes orgdnicos mediante espectrometriac de masas en tdndem con
analizador de triple cuadrupolo. Como prueba de concepto se escogid un patrén
inferno marcado con 2H para la cuantificacion del farmaco diclofenaco en muestras
de agua residual, haciendo uso del acoplamiento LC-ESI-MS/MS en modo SRM. Para
ello, se realizé un estudio de coémo el perfil de abundancias isotépicas del analito

natural y deuterado se ve modificado durante la fragmentacion y se propuso un
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procedimiento de cdlculo para tener en cuenta dicha variacién. Por otro lado, se
certificé la concentracion del patrdn interno marcado para hacer posible su uso como
trazador y se descartd la existencia de posibles efectos isotépicos durante las etapas
de fratamiento de muestra y medida instrumental. Ademds, se dedujo una estrategia
para restar la contribucidon del compuesto marcado en la transicion de confirmacién
provocada por el solapamiento espectral entre ambos, que impide la confirmacién
del analito a bajas concentraciones. El método se validé para agua superficial, agua
residual y agua residual depurada, incluyendo una etapa de preconcentracion con
extraccion por fase sélida. Las recuperaciones estuvieron comprendidas entre 90-110%
para todas las matrices estudiadas, con RSDs menores de 5%. Sin embargo, las
recuperaciones obtenidas en las aguas residuales cuando no se ufilizdé fragmentacion
no fueron satisfactorias debido a la presencia de interferentes isobdricos, poniendo de
manifiesto la necesidad de aplicar la deconvolucién de perfiles isotdpicos al modo
SRM. El procedimiento propuesto hizo uso de sdlo fres transiciones para la
cuantificacién y confirmacion del analito, permitiendo su aplicacién a métodos

multiresiduales.
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GC-ICP-MS Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas con
fuente de plasma de acoplamiento inductivo

GC-IDMS Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas con
dilucion isotépica

GC-MS Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas

GLC Cromatografia gas-liquido

GSC Cromatografia gas-sélido
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HPLC-ICP-MS$S

ICP
ICP-AES

ICP-MS

IDA

IDMS

IPD

LC
LC-ESI-MS/MS

LC-ICP-MS

LC-ID-MS/MS

LC-MS
LC-MS/MS
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LOD

MeHg

microHPLC
microHPLC-ICP-MS$S

MMA
MS
MS/Ms

m/z

Cromatografia liquida de alta resolucion

Cromatografia liquida de alta resolucién acoplada a espectrometria
de masas con fuente de plasma de acoplamiento inductivo

Plasma de acoplamiento inductivo

Espectrofotometria de emisién atdmica con plasma de acoplamiento
inductivo

Espectrometria de masas con fuente de plasma de acoplamiento
inductivo

Andlisis por dilucién isotépica

Espectrometria de masas con dilucién isotépica

Deconvolucién de perfiles isotdpicos

Cromatografia liquida

Cromatografia liquida acoplada a espectrometriac de masas en
tdndem con ionizacidn por electrospray

Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas con
fuente de plasma de acoplamiento inductivo

Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas en
tdndem con dilucién isotépica

Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas
Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas en
tadndem

Extraccién liguido-liquido

Limite de deteccion

Metilmercurio

Cromatografia liquida de bajo flujo

Cromatografia liquida de bajo flujo acoplada a espectrometria de
masas con fuente de plasma de acoplamiento inductivo

Acido monometilarsénico

Espectrometria de masas

Espectrometria de masas en tdndem

Relacién masa/carga
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Desviaciéon estdndar relativa

Patrén interno marcado con un isétopo estable
Monitorizacion del ion seleccionado

Relacién senal/ruido

Extraccién en fase sdélida

Monitorizacion de la transicidn seleccionada
Oxido de trimetilarsina

Cromatografia liquida de ultra alta presidon
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La especiacion como disciplina dentro de la quimica analitica queda recogida
en la definicidon que de ella hace la International Union of Pure and Applied Chemistry
(IUPAC): “speciation analysis is the analyfical activity of identifying and/or measuring
the quantities of one or more individual chemical species in a sample”. El concepto de
especiacion quimica, en cuanto que implica la identificacién y cuantificacién de
compuestos quimicos, es el que subyace en todo el tfrabajo que abarca la presente
tesis doctoral. Cinco de los articulos cientificos incluidos en la memoria (capitulos 2 y 3)
estdn directamente relacionados con la problemdatica de la especiacion de arsénico y
mercurio mediante diferentes acoplamientos instrumentales y en muesiras de
creciente complejidad. El sexto trabajo (capitulo 4) supone la implementacién de una
de las metodologias empleadas en la especiacién de mercurio -la espectrometria de
masas con dilucion isotdpica mediante cdiculos de deconvolucidon de perfiles
isotopicos— a la determinacién de compuestos orgdnicos mediante la técnica LC-
MS/MS

Aungue se considera ya una técnica madura, el andlisis de especiacion
continua siendo un drea de investigacion atractiva que se enfrenta con éxito a gran
numero de retos, en parte por la creatividad de los investigadores, en parte por los
avances instrumentales, especialmente en el campo de la espectrometria de masas y
de las técnicas acopladas. Las diferentes propiedades de cada compuesto en que se
presenta un elemento explican la necesidad del andlisis de especiacién. Uno de los
mayores problemas con el que puede encontfrarse el quimico analitico es,
precisamente, la interconversidon de especies durante todo el proceso analitico. La
preservacion de la identidad o la cuantificacién de los procesos de interconversién son

dos estrategias que deben permitir obtener la concentracion correcta.
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La espectrometria de masas con dilucion isotdpica (IDMS) ha sido ampliamente
utilizada para la determinacién de elementos y es considerada de elevada calidad
metrolégica. La posibilidad de usar elementos enriquecidos en diferentes isétopos la
hace particularmente Util en el campo de la especiacién, pues permite cuantificar los
procesos de interconversion que puedan ocurrir y el valor corregido de la
concentracion de cada especie en la muestra. Tradicionalmente IDMS se lleva a cabo
midiendo la relacién isotdpica de dos isétopos de la muestra, artificialmente alterada
por la adicidn de un patrdn enriqguecido en un isdtopo diferente al de mayor
abundancia natural. Sin embargo, los espectrometros de masas permiten medir con
gran exactitud las abundancias de todos los isdétopos de un elemento. La medida de
estas abundancias alteradas en la muestra y su comparacién con las abundancias
naturales y las de elemento marcado isotépicamente hace posible determinar con
gran exactitud la fraccion molar (y el nUmero de moles) del compuesto en la muestra.
El procedimiento de cdlculo se denomina Deconvolucion de Perfiles Isotdpicos (IPD) vy
se puede llevar a cabo mediante resolucién de matrices. Este cdlculo, aparentemente
complicado, es faciimente automatizable mediante cualquier hoja de cdlculo. Los
métodos basados en dilucion isotdpica evitan el uso de curva de calibrado, de
manera que por cada medida sobre una muestra fortificada se dispone de un

resultado.

Esta metodologia se puede implementar a la determinacién de compuestos
orgdnicos. Para ello, deben conocerse las abundancias de los diferentes isotopdmeros
de masa de cada compuesto y compararlos adecuadamente con los espectros
experimentales (fras la alteracién comentada, ahora con el compuesto orgdnico
marcado isotépicamente) que se pueden obtener tanto mediante espectrometria de

masas convencional como con espectrometria de masas en tdndem.
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OBIJETIVOS

Esta tesis ha perseguido la consecucidén de dos objetivos principales. El primero,
y de mayor extensiéon, ha sido el desarrollo y validaciéon de metodologia analitica para
llevar a cabo estudios de especiacion en muestras medioambientales y bioldgicas a
nivel de trazas y ultratrazas. Para ello, se ha hecho uso de diferentes acoplamientos
instrumentales, segin la naturaleza de los compuestos determinados, aplicando la
técnica de andlisis por diluciéon isotdpica en las muestras de matriz mds compleja. El
segundo objetivo principal ha consistido en la implementacion de parte de la
metodologia desarrollada para la especiacion elemental al campo del andlisis de

compuestos orgdnicos.

Se ha explorado el potencial de sistemas de bajo caudal para atenuar los
problemas derivados del uso de disolventes orgdnicos en cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de masas con fuente de plasma de acoplamiento
inductivo (LC-ICP-MS). Ademds, se han estudiado las ventajas que supone el uso de
columnas microbore, de 0.5-2.1 mm de didmetro interno, requeridas en la separacién
de los analitos en la escala de microflujos. Los métodos desarrollados, una vez
validados, se han aplicado a muestras de agua del acuifero de la Plana de Castelldn,
permitiendo obtener por primera vez informacion sobre los niveles de especies de As,
Se y Hg en estas aguas. Posteriormente, se han modificado las condiciones de
separacion para llevar a cabo la determinacién de As(lll) y As(V) en drenajes dcidos
de mina. Para solventar los problemas asociados a la especiacidon de As en orina
humana, se ha evaluado el uso de Ge como patrdn interno y cuantificacién mediante
pseudo-dilucidén isotépica post-columna. Por otro lado, se ha disenado un
procedimiento para espectrometria de masas molecular basado en el andlisis por
dilucién isotépica con trazadores multiples y la deconvolucion de perfiles isotépicos
que permite corregir las reacciones de interconversion de Hg(ll) y MeHg que pueden
tener lugar durante el tratamiento de muestras de tejido de pescado. Finalmente, se
ha aplicado la deconvolucidén de perfiles isotdépicos a la determinacidn de
contaminantes orgdnicos mediante espectrometria de masas en tdndem de baja
resolucién utilizando patrones internos marcados con un isétopo estable, con el fin de

evitar el calibrado metodolégico.
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Para alcanzar los objetivos generales comentados, se han establecido una serie
de objetivos especificos, que se presentan agrupados en funcién del elemento o

compuesto quimico a determinar.
- Determinacion de especies de As y Se:

1. Caracterizacién del acoplamiento microHPLC-ICP-MS para la especiacion de
As y Se por intercambio anidnico. Estudio de interacciones adicionales durante

la separacién cromatogrdfica.

2. Evaluacion de la eficiencia proporcionada por las microcolumnas utilizadas.
Efecto del volumen exitracolumna procedente de las conexiones capilares y

del sistema de nebulizacion.

3. Desarrollo y optimizacién de metodologia para la especiacién de As en orina

humana basado en la técnica de pseudo-dilucién isotdpica.

4, Comparacion del método de pseudo-dilucion isotépica con adiciones

estdndar o calibraciéon interna en la correccion del efecto matriz.
- Determinacion de especies de Hg:

5. Estudio del efecto del disolvente orgdnico, requerido en la elucién de

compuestos organomercuricos, sobre la sensibilidad del ICP-MS.
6. Comparacién de los acoplamientos microHPLC-ICP-MS y HPLC-ICP-MS.

7. Estudio de la aplicabilidad de la técnica de dilucion isotépica con trazadores
multiples a la determinacidn de especies quimicas mediante espectrometria de

masas molecular.

8. Desarrollo y optimizacién de metodologia para la determinacion de especies
de Hg en tejidos de pescado basada en la técnica GC-IDMS y deconvolucion

de perfiles isotdpicos.
- Determinacién de compuestos orgdnicos mediante LC-ID-MS/MS e IPD:

9. Estudio de la aplicabilidad del procedimiento de deconvolucién de perfiles
isotdpicos a la espectrometria de masas en tdndem con analizador de triple

cuadrupolo.
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10. Desarrollo de un método para la determinacién de diclofenaco mediante LC-
MS/MS (QQQ) e IPD.
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PLAN DE TRABAJO

Para llevar a cabo la consecucion de los objetivos marcados se ha seguido el

siguiente plan de trabagjo.
- Determinacion de especies de As y Se:

1. Seleccién de las especies de arsénico, selenio y mercurio a estudiar en funcién

de su toxicidad y su previsible presencia en aguas medioambientales.

2. Revision bibliogrdfica sobre los métodos de andlisis existentes para estos
compuestos y especificamente en lo relativo al uso del acoplamiento HPLC-
ICP-MS.

3. Adaptacion de los procedimientos de especiacién convencionales a sistemas
de bajo flujo: establecimiento de las condiciones dptimas para la utilizacién de

columnas microbore y micronebulizadores.

4. Desarrollo y validacién de un método de especiacién multielemental para
arsénico y selenio por intercambio anidénico y otro de fase inversa para

mercurio mediante microHPLC-ICP-MS.

5. Aplicacién del método validado a muestras de agua superficial y subterrdnea,

recogidas en puntos localizados en el acuifero de la Plana de Castellon.

6. Evaluacion de diferentes fases moéviles para llevar a cabo la determinacion de
arsénico inorgdnico en muestras procedentes de la descarga dcida de la mina

abandonada de Tinto-Santa Rosa (Huelva).

7. Estudio del efecto matriz y deriva de la sehal en el andlisis de orina humana.
Seleccién de un patrén interno para la especiacion de arsénico que serd
adicionado post-columna con el fin de corregir estos problemas durante fodo
el cromatograma. Adaptacion de la ecuacidn de la dilucidn isotépica
inespecifica al procedimiento desarrollado, validacién del método y aplicacién

a muestras reales y fortificadas.

- Determinacion de especies de Hg:
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10.

1.

12.

Estudio de la pureza espectral de los iones fragmento generados en la interfase
de ionizacion electrénica para calcular correctamente los perfiles isotépicos de

las diferentes especies de Hg.

Certificaciéon del contenido en MeHg e impureza de Hg(ll) de la disolucién de

MeHg enriquecida mediante dilucidon isotdpica inversa.

Deduccién de las ecuaciones necesarias para el uso de dilucién isotdpica
especifica con dos trazadores que tienen en cuenta las presencia de impurezas

en las disoluciones de marcado.

Optimizacién de la extraccién de Hg(ll) y MeHg en muestras de tejido de
pescado mediante microondas focalizado y seleccidn del agente
derivatizante. Aplicacion de la deconvolucion de perfiles isotépicos a GC-EI-MS
y GC-ICP-MS y comparacion de los resultados obtenidos. Validacion del

procedimiento propuesto mediante el andlisis de dos materiales de referencia.
Determinacion de compuestos orgdnicos mediante LC-ID-MS/MS e IPD:

Seleccién de un compuesto orgdnico que presente solapamiento espectral
con su andlogo marcado. Aplicacion de la deconvolucion de perfiles
isotopicos para el cdlculo de cada contribucidn en el espectro de masas.
Deduccién de las ecuaciones para la determinacion sin curva de calibrado de
diclofenaco mediante LC-ESI-MS/MS en modo SRM. Validacién de la

metodologia para aguas residuales.
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Capitulo 1 Introduccién general

1.1. INTRODUCCION

Desde la Revolucién Industrial numerosos compuestos metdlicos y semi-
metdlicos han sido extraidos, procesados quimicamente y utilizados en diferentes
aplicaciones. Esto ha conducido a una redistribucion regional y global y para algunos
elementos, md&s o menos peligrosos, a un incremento significativo de su concentraciéon
en la parte superior de la corteza terrestre y en la atmdsfera. De esta forma, los niveles
de una gran variedad de elementos en suelos, rios, lagos, plantas, animales,... han
aumentado considerablemente durante ese tiempo. Los estudios detallados sobre la
distribucidn y contenidos de estos elementos en diversos departamentos ambientales y
en los seres humanos han llegado a ser una de las principales tareas en investigacion
medioambiental y hay un continuo desafio para desarrollar nuevas metodologias vy
optimizar las ya disponibles. En este campo se ha observado un extraordinario progreso
durante las dos Ultimas décadas, conduciendo a una nueva y mejorada informacién

acerca del estado del medio ambiente.

Algunos metales y metaloides se encuentran en un extenso rango de
concentraciones. Los niveles naturales comprenden desde ultratrazas (ng kg' o ng L)
hasta los mg kg'. Estos valores pueden verse incrementados debido a la
contaminacién antropogénica. Para realizar estudios sobre la toxicologia de los
metales, en trabajos médicos, ecotoxicoldégicos y en control alimentario son muy
importantes la exactitud y precisidn de los métodos de andlisis de trazas. Por este
motivo, se suele hacer uso de un detector especifico del elemento, que proporciona
informacion sobre el contenido total de éste en cada muestra analizada. Sin embargo,
la diferente toxicidad y biodisponibilidad de las formas quimicas o especies en las que

se distribuyen estos elementos conlleva que, para evaluar los efectos nocivos que
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pueden originar en el medio ambiente y la salud humana, no sélo sea necesaria su
cuantificacién sino también la identificacion del compuesto del que forma parte. Asi,
en los Ultimos anos, la determinacion de especies o especiacion se ha convertido en
una relevante linea de investigacion en Quimica Analitica. Las especies pueden ser
diferentes estados de oxidacion, compuestos organometdlicos (incluyendo derivados
orgdnicos de elementos semi-metdlicos) o formas complejas. Los métodos de
especiacion mds comunes consisten en el acoplamiento de una técnica de
separacion cromatogrdfica con un detector especifico del elemento.! En concreto, el
uso de la espectrometria de masas atémica se ha ido generalizando en los Ultimos
anos debido a la aparicidon y desarrollo de la instrumentacién con la que mds
habitualmente se lleva a cabo (y con la que suele identificarse): la espectrometria de
masas con fuente de acoplamiento inductivo (ICP-MS). Esto es debido a la elevada
sensibilidad, selectividad, capacidad multielemental y posibilidad de medir relaciones
isotépicas que ofrece esta técnica. Ademds, es facil de acoplar a la cromatografia
liguida, que no requiere etapas previas de derivatizacion o cambios de disolventes,
por lo que la combinaciéon de ambas técnicas hace posible la inyeccién directa de
muestras o extractos acuosos, simplificando de esta forma su andlisis. Pese a estas
ventajas, este acoplamiento no estd exento de limitaciones. Las sales o disolventes
orgdnicos necesarios para conseguir la separacién de las especies, asi como algunos
de los componentes presentes en las muesiras, pueden provocar efectos matriz
severos y una progresiva degradacién de la seial. Por ofro lado, el andlisis de muestras
sélidas incluye una etapa de extraccion que puede originar la interconversidon de las

especies, dando lugar a cuantificaciones errbneas.

En la presente tesis se proponen diversas estrategias para solventar o reducir en
la medida de lo posible los problemas asociados a la especiacion de As, Se y Hg en
muestras de distinta naturaleza. Para ello, se ha evaluado el potencial de sistemas de
bajo flujo, la adicidén de patrén interno post-columna y la cuantificacién mediante
dilucién isotépica con dos trazadores, segun el caso de estudio. Ademds, se ha
explorado el uso del acoplamiento GC-EI-MS, no especifico del elemento, como
alternativa a GC-ICP-MS, mds caro en cuanto a su adquisicidn y mantenimiento, para

facilitar la implantacién de métodos de especiacion de trazas de metales basados en
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dilucion isotépica en laboratorios de ensayo. Para este fin, se ha utilizado la
deconvoluciéon de perfiles isotépicos, que permite calcular la contribucidn del analito
natural y marcado tanto en el espectro de masas elemental como molecular sin hacer
uso de curvas de calibrado. Puesto que este procedimiento de cdlculo es extensible a
compuestos marcados con 3C o ?2H, fradicionalmente empleados como patrones
internos, la parte final de la presente memoria recoge el frabgjo llevado a cabo
utilizando la dilucién isotdpica con deconvolucidn de perfiles isotépicos a la
determinacion de contaminantes orgdnicos mediante espectrometria de masas en

tdndem de baja resolucion.

A continuacién, se exponen brevemente las principales caracteristicas de las
técnicas de separacion, fuentes de ionizacidn y analizadores de masas utilizados, y se
explica el fundamento del andlisis por dilucién isotépica en su modalidad especifica e

inespecifica.

11
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1.2. TECNICAS DE SEPARACION

A pesar de la elevada selectividad que proporciona la deteccidén por
espectrometria de masas, resulta necesario realizar una separacion previa de los
diferentes componentes de la muestra con el fin de aislar en lo posible los analitos para
facilitar su identificacién y cuantificaciéon, evitando de esta manera interferencias
isobdricas o efectos matriz severos. Una de esas técnicas de separacion es la
cromatografia, que se basa en la diferente distribucion de los componentes de la
muestra entre una fase estacionaria y una fase movil debido a diferencias de
velocidad de desplazamiento de los compuestos al ser arrastrados por la fase mévil a
través de la fase estacionaria. En funcién de la naturaleza de estas dos fases se
pueden distinguir diferentes modalidades cromatogrdficas. A continuacion se explica
brevemente el fundamento de las técnicas de separacién utilizadas a lo largo de la

presente tesis doctoral:

La cromatografia liquida (LC) es la técnica mds adecuada para separar
compuestos polares y semi-polares poco voldtiles o térmicamente Idbiles. Consiste en
una fase maévil liguida, normalmente una mezcla de disolventes o sales con distinta
fuerza eluotrépica, que fluye a través de una columna empaqguetada con una fase
estacionaria que contiene un grupo activo. El proceso cromatogrdafico consiste en una
repeticion de etapas de adsorcidn/desorcién mediante dicho grupo activo, que
tienen lugar durante el movimiento de los analitos a través de la columna en funcidn
de sus afinidades. Para aumentar la eficiencia de las separaciones se ha reducido el
tamano de particula de la fase estacionaria a unas pocas micras. Esto ha obligado a
desarrollar sistemas capaces de soportar las altas presiones requeridas para conseguir
el paso de la fase mdvil a través de la columna analitica, dando lugar a la
cromatografia de alta resolucion (HPLC). La reciente aparicién de la cromatografia
liquida de ultra alta presién (UHPLC), basada en columnas de menos de 2 um de
tamano de particula, ha supuesto otro avance significativo en LC. En efecto, el uso de
estos sistemas permite reducir extraordinariamente los tiempos de andlisis sin
comprometer la resolucidon cromatogrdfica. Otro factor a tener en cuenta es el
didmetro interno de la columna, el cual determina el volumen de muestra que se

puede inyectar y la cantidad de fase movil necesaria para la separacion. Por otfro
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lado, en funciéon del soporte cromatogrdfico utilizado y el tipo de interaccion que tiene
lugar con el analito se pueden distinguir diferentes mecanismos de separacién, lo que

confiere a esta técnica una elevada versatilidad.2:3

La cromatografia de gases (GC) constituye la técnica de separacion mads
adecuada para la determinacién de compuestos orgdnicos no polares, voldtiles o
semi-voldtiles y térmicamente estables. En este caso, la fase movil consiste en un gas
portador inerte de gran pureza, normalmente helio, que al aumentar la temperatura
transporta los solutos desde el sistema de inyeccién hasta el detector. Aunque
inicialmente se utilizaban columnas empaquetadas, en la actualidad han sido
substituidas por las tubulares abiertas o capilares, de 0.1-0.32 mm de didmetro, que
proporcionan mayor rapidez y eficiencia de separacién. Estas columnas estdn
compuestas por un tubo de silice fundida con un recubrimiento exterior de poliimida,
que le confiere resistencia mecdnica y quimica, y otro interior con la fase estacionaria.
En funcion del estado de agregacion en que se encuentra la fase estacionaria se
pueden distinguir dos modalidades cromatogrdficas: la cromatografia gas-sélido
(GSC) vy la cromatografia gas-liquido (GLC). En GSC la separaciéon de los compuestos
se basa en su distinta volatilidad y capacidad de ser adsorbidos por el sélido activo,
teniendo su principal aplicaciéon en gases permanentes e hidrocarburos Ci-Cs. Por su
parte, la separacién en GLC se fundamenta en las diferencias de volatilidad y
solubilidad en la fase estacionaria liquida, que al ofrecer un amplio abanico de
polaridades, permite resolver gran canfidad de compuestos. Para evitar el
desprendimiento de fase estacionaria durante el proceso cromatogrdfico, lo que se
conoce como sangrado, se suelen emplear fases estacionarias enlazadas y
entrecruzadas. Esto hace posible su acoplamiento con detectores de alta sensibilidad,
como la espectrometria de masas. Al contrario que LC, la muestra no se puede
intfroducir directamente en la columna, pues la vaporizacién instantdnea del solvente
provocaria un aumento excesivo de la presidn del sistema. De este modo, se han
desarrollado los inyectores split/splitless, que pueden operar con o sin divisidn de flujo,
los de temperatura de vaporizacién programada (PTV) y los inyectores on-column.
Para llevar a cabo la determinacidn de trazas y ultratrazas, lo mds habitual es

preconcentrar los analitos en cabeza de columna mediante el modo splitless o en el
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liner del inyector PTV, que al permitir la introduccién de grandes voliUmenes de muestra

incrementan notablemente la sensibilidad.3
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1.3. FUENTES DE IONIZACION

A lo largo de este trabajo, debido a la diversidad de los analitos y muestras
analizadas, se ha hecho uso de varias interfases para ionizar los compuestos
procedentes del HPLC o GC e introducirlos en el analizador de masas. A continuacion,

se describen las principales caracteristicas de cada uno de ellas.

El plasma de acoplamiento inductivo (ICP) es una fuente de iones atdmicos

monopositivos que se genera por una corriente de gas argén (de 8 a 20 L min),
denominado gas plasmdgeno, que fluye a través de una antorcha de cuarzo
constituida por tres canales concéntricos. Esta antorcha estd rodeada en su extremo
superior por una bobina de induccién conectada a un generador de radiofrecuencias
(RF). Al aplicar a la bobina un potencial de RF (con una potencia entre 0.7 y 1.5 KW),
se crea una corriente alterna que oscila a la frecuencia del generador (habitualmente
27 o 40 MHz). Esta oscilacion origina en el interior de la antorcha un intenso campo
electromagnético. Al aplicar una chispa de 1 Tesla se liberan algunos electrones de los
dtomos de argdn que son acelerados por el campo electromagnético (acoplamiento
inductivo). Estos electrones chocan con otros dtomos de argdn provocando nuevas
ionizaciones y mds electrones en una reaccién en cadena que origina el plasma. Este
se mantiene en estado estacionario por el continuo aporte de energia de RF desde el
generador. La muestra es introducida a través del canal central en forma de gas,
vapor o como un fino aerosol. Este Ultimo se genera mediante un nebulizador
neumdtico y una cdmara de nebulizacion a presidn atmosférica que selecciona el
tamano de gota medio 6ptimo (<10 um). Aunque el transito a través del plasma se
produce en milisegundos, la temperatura que alcanza (6000-8000 K) provoca casi la
total destruccién de la matriz de la muestra y la disociacién del analito en dtomos, su
excitacion y su posterior ionizacién. La conexién del ICP a un analizador de masas
ofrece elevada sensibilidad y selectividad, capacidad multielemental y la posibilidad
de medir relaciones isotdpicas. Cabe comentar que este acoplamiento no es sencillo y
requiere un vacio diferencial, debido a que el plasma se encuentra a presidn

atmosférica mientras que el detector de masas opera a alto vacio.4
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La interfase de ionizacién por electrospray (ESI) es una técnica de ionizacidon a

presion atmosférica que transfiere los iones desde la disoluciéon a la fase gas. Consta de
un capilar de acero inoxidable que se somete a un alto voltaje (del orden de 3-5 kV), a
través del cual son conducidos los analitos disueltos en la fase movil antes de pasar al
analizador de masas. Por efecto del intenso gradiente de campo eléctrico, la corriente
de liguido emerge del capilar de entrada y las moléculas de los analitos y del
disolvente forman un aerosol de pequenas gotas cargadas en un proceso de
nebulizacién. La mayor parte de las moléculas de disolvente se evaporan
(desolvataciéon) al atravesar la region a presidon atmosférica de la fuente del
espectrémetro de masas (a unos 120 °C). Dicha desolvatacion es asistida ademds por
una corriente de nitrégeno (a unos 350 °C). A medida que se evapora el disolvente, las
gotas se hacen cada vez mds pequenas hasta que las fuerzas de repulsidon entre
cargas en la superficie son capaces de superar las fuerzas cohesivas de tensiéon
superficial y se produce la ruptfura final de la gota, originando iones en fase gaseosa
(explosidon de Coulomb). Dichos iones se transfieren a través de lentes focalizadoras al
espectrometro de masas. La fuente de ionizacidn ESI permite trabajar a flujos del orden
de yL/min y estd especialmente indicada para analitos polares, proporcionado el ion
molecular protonado, desprotonado o aductos con moléculas de solvente. La
formacién de estos Ultimos no suele ser recomendable porque es poco reproducible y
producen una disminuciéon de la sensibilidad. Sin embargo, para moléculas sin ningun
centro dcido o bdsico se suelen anadir modificadores en la fase moévil o en el vial para
facilitar su formacién, siendo los md&s comunes los aductos sodiados y amoniados. Otra
ventaja de ESI es que permite generar iones policargados, lo que amplia su rango de
aplicacion a compuestos de elevado peso molecular como péptidos, oligonucledtidos
y oligosacdridos. Por este motivo, ha sido ampliamente ufilizada en estudios
bioguimicos y biomédicos. No obstante, la interfase ESI presenta también una serie de
limitaciones. Por un lado, proporciona poca informacion estructural, ya que al tratarse
de un sistema de ionizacidbn muy suave genera pocos fragmentos. Asimismo, la
sensibilidad es muy dependiente del flujo de fase mévil y del pH de ésta. Por Ultimo, la
ionizacién mediante ESI es muy susceptible a sufrir efecto matriz, lo que provoca gque se

produzcan inhibiciones o exaltaciones indeseables de la senal.sé
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La ionizacién electrénica (El) es la interfase por excelencia para determinar

compuestos voldtiles y semi-voldtiles. Se basa en la ionizacidon de una corriente de gas
mediante un haz de electrones generados por la emisién térmica de un filamento de
wolframio o renio. Concretamente, los electrones son acelerados aplicando un
potencial de 70 V y al cruzar la fuente de ionizacién, que estd a alto vacio (<10
mbar), colisionan con las moléculas neutras de andalito. Si la energia de los electrones
es superior al potencial de ionizacién de las moléculas de analito, generalmente 2-25
eV, estas se ionizardn y generardn el catiéon radical o ion molecular M*'. En el proceso
la molécula queda con exceso de energia, que se disipa mediante vibracién, rotacién
y reordenacién molecular. Como consecuencia de ello se produce la rotura de uno o
varios enlaces. De esta manera se originan, para cada compuesto, una serie de iones
positivos con diferente relacién masa/carga (m/z) que son expulsados de la cdmara
de ionizacién hacia el analizador de masas. Asi, siempre que se reproduzcan las
condiciones de la ionizacién, las proporciones relativas del ion molecular y de los
diferentes fragmentos producidos, conocido como espectro de masas, serdn fijas y
constituirdn el patrén de fragmentacion del analito. Dado que para 70 eV casi la
totalidad de las moléculas orgdnicas presentan la mayor eficiencia de ionizacién, se
ha tomado este valor como condicién estdndar de trabajo para la creacién de
librerias, que permiten la identificacién de infinidad de compuestos en la muestra
problema. Sin embargo, en algunos casos la excesiva fragmentacion de las moléculas
provoca la desaparicidn del ion molecular en el espectro, dificultando de esta forma

la identificacioén.5.¢
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1.4. ANALIZADORES DE MASAS

Es la parte esencial y distintiva del espectrémetro de masas, pues de ella
dependen la resolucidn, sensibilidad, rango de masas, velocidad de barrido vy
capacidad para la medida de masa exacta. Permite separar los diferentes iones en
fase gaseosa que se han formado en la fuente de ionizacion en funcién de su relacién
m/z, requiriendo para ello un alto vacio (idealmente del orden de 10 torr). Como en
todos los trabajos presentados se ha hecho uso de un cuadrupolo, simple o en

tdndem, este apartado se centra exclusivamente en este tipo de analizadores.

El analizador de iones cuadrupolar o cuadrupolo (Q) estd formado por cuatro
barras conductoras eléctricamente de seccidén cilindrica o hiperbdlica, alineadas
entre si y equidistantes una distancia r de un eje central imaginario. Las barras opuestas
estdn conectadas y cada pareja estd sometida a un potencial de corriente continua
(U) de signo contrario. Ademds, a este potencial DC, se superpone ofro potencial de
radiofrecuencia (V) desfasado en 180° para cada par de barras (Figura 1.1). El filtrado
se produce variando el valor absoluto de las amplitudes de cada potencial pero
manteniendo constante la relacion entre ellos (U/V). Asi, el campo de radiofrecuencias
oscilante generado en el interior de las cuatro barras provoca que los iones describan
trayectorias sinusoidales, cuya amplitud depende de su relacion m/z (ecuaciones de
movimiento de Mathieu). Por lo tanto, sélo aquellos iones que posean una
determinada relacion m/z podrdn llegar al detector, mientras que los de mayor o
menor m/z serdn rechazados. Entre sus principales ventajas destacan su alta
transmision de iones, buena respuesta lineal, rdpida velocidad de barrido y bajo coste,
comparado con otros analizadores como el sector magnético o tiempo de vuelo. Sin
embargo, fiene baja resolucion (1 Da), lo que impide que se puedan obtener
espectros de masa exacta, y presenta una baja sensibilidad en modo de barrido de
iones completo o full scan. En consecuencia, para fines cuantitativos se suele trabajar
en modo Selected lon Monitoring (SIM), en donde sélo se seleccionan los iones de

ciertas relaciones m/z.
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Figura 1.1. Esquema de un analizador de iones cuadrupolar. Se muestra una trayectoria y los

tipos de voltaje aplicados.

A menudo, el uso de un cuadrupolo simple no es suficiente para asegurar que
el pico obtenido corresponda al analito y no a otro compuesto isobdrico presente en
la matriz de la muestra que coeluye con éste. Esto sucede sobre todo cuando se utiliza
una técnica de ionizacion suave tal como la interfase de electrospray en LC-MS, que
al no inducir fragmentacién no proporciona informacién estructural caracteristica de
la molécula. Asimismo, el andlisis de muestras complejas con ionizacion electrénica y
GC-MS a niveles de concentracion muy bajos (sub-ppb) puede sufrir también este tipo
de interferencias. Para aumentar la especificidad del andlisis se hace uso de la
espectrometria de masas en tdndem (MS/MS). Se puede llevar a cabo en el espacio,
usando varios analizadores, o en el tiempo, mediante un Unico analizador que permite
la fragmentacion del analito atrapado en su interior y la posterior separacién de los
fragmentos producidos. En el Ultimo trabajo de la presente tesis doctoral se ha utilizado

un triple cuadrupolo (QQQ), que consiste en el acoplamiento en el espacio de dos

analizadores cuadrupolares separados entre si por un hexapolo que actia como
celda de colision. De este modo, se utiliza el término “triple cuadrupolo” a pesar de
gue uno de ellos sea comUnmente un hexapolo y no cumpla funciones de analizador
de masas. La fragmentacién se produce cuando los iones seleccionados en el primer
cuadrupolo (Q1) o iones precursores chocan con el gas inerte de la celda de colisidon

(Q2) y les confieren su energia tfranslacional, que se transforma en parte en energia
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vibracional de sus enlaces y provoca su disociaciéon. Posteriormente, se miden en el
segundo cuadrupolo (Q3) los iones generados o iones producto, que al ser especificos
del analito estdn libres de interferencias isobdricas, proporcionando un mayor grado
de fiabilidad en la identificacién del analito. Los analizadores QgQ, ademds de
trabajar en modo SIM vy full scan como un solo analizador cuadrupolar, pueden operar
en cuafro modos de MS/MS: product ion scan, precursor ion scan, neutral loss y
selected reaction monitoring (SRM). Este Ultimo se basa en la medida en modo SIM en
Q1 y Q3, utilizando Q2 como celda de colision. De esta forma, al monitorizar unas
pocas transiciones caracteristicas de cada compuesto, el modo SRM estd
especialmente indicado para llevar a cabo la cuantificacion y confirmaciéon
simultdnea de contaminantes orgdnicos a nivel de tfrazas y ultratrazas. Ademds, se
consigue un aumento notable de la especificidad del andlisis y una mejora
significativa de la relacién S/N, debido a la considerable disminucién del ruido

quimico .4

En caso de utilizar una interfase ICP, las moléculas de analito son disociadas en
sus elementos constituyentes, lo que hace posible que se pueda monitorizar en el
analizador de masas el ion monopositivo del metal o semi-metal que lo caracteriza. Sin
embargo, esta instrumentacién tampoco estd exenta de interferencias espectrales. La
presencia de ofro elemento con un isétopo de la misma masa nominal o que genere
un ion doblemente cargado con idéntica relacién m/z, asi como la formacién de un
i6n poliatémico de la misma masa derivado de la combinacién del gas del plasma,
fase movil y/o matriz de la muestra pueden contribuir a la sefal. Para discriminar el ion
en estudio del interferente poliatbmico se han desarrollado las celdas de

colision/reaccién, que consisten en un cuadrupolo, hexapolo u octopolo situado antes

del analizador de masas cuadrupolar. Estas celdas pueden operar en dos modos
distintfos, dependiendo del gas utilizado. Cuando se emplea un gas reactivo,
generalmente hidrégeno, éste induce una transferencia de masa o de carga en el
interferente que modifica su relacién m/z. Si se utiliza un gas inerte como el helio y se
aplica un voltaje adecuado, éste colisionard preferentemente con las moléculas de
interferente y como resultado de ello se disociard o perderd suficiente energia cinética

como para ser discriminado. El primer método es especifico de ciertos elementos y
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puede conllevar la formacién de nuevas interferencias, mientras que el segundo es
mds general y puede ser aplicado a todas las matrices y muestras utilizando las mismas

condiciones analiticas, aunque suele provocar una disminucién de la sensibilidad.”
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1.5. ACOPLAMIENTOS INSTRUMENTALES UTILIZADOS

Como se ha comentado, las técnicas cromatogrdficas permiten separar los
diferentes componentes de una mezcla segun la extension en que interaccionen con
la fase estacionaria y la capacidad de elucion de la fase movil. Aunque el tiempo de
retencion es caracteristico de cada compuesto, este Unico dato no es suficiente para
asegurar su identificacion en muestras complejas. Por otro lado, la espectrometria de
masas proporciona informacién especifica de cada sustancia pura. Sin embargo, no
es capaz de identificar los componentes individuales de una mezcla, debido a la gran
complejidad del espectro de masas resultante del solapamiento de los espectros de
masas de cada uno de sus componentes. De esta forma, el uso de estas dos técnicas
combinadas puede hacer posible la determinacién inequivoca, sensible y rdpida de
un compuesto en muestras complejas. La eleccion del acoplamiento instrumental y de
la interfase necesaria para ionizar los compuestos e infroducirlos en el analizador de
masas serd funcion del tipo de andlisis, la naturaleza de la muestra y los analitos
determinados. En este sentido, a lo largo del presente trabagjo se han utilizado
diferentes combinaciones de técnicas cromatogrdficas y fuentes de ionizacién con el
analizador cuadrupolar, dependiendo de la aplicacion. A continuacién, se describen

brevemente cada uno de estos acoplamientos.
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1.5.1. LC-ICP-MS (Q)

Este acoplamiento es el mds indicado para llevar a cabo la determinacion de
especies de elementos metdlicos o semi-metdlicos, especialmente si son idnicas. La
salida de la columna se conecta directamente a la entrada del nebulizador del ICP
mediante un capilar de PEEK o PFA. Las diferentes especies, una vez separadas en la
columna cromatogrdfica, sufren un proceso de desolvatacién, vaporizacién,
atomizacién e ionizacidn en el plasma que permite la deteccién del elemento
caracteristico del compuesto. En consecuencia, la respuesta analitica vendrd dada
sélo por ese elemento, lo que simplifica de manera extraordinaria los cromatogramas
resultantes y elimina las interferencias de los potenciales compuestos orgdnicos de la
misma masa nominal que coeluyen. Puesto que la sefal es caracteristica del elemento
moniftorizado e independiente del compuesto del que proceda, el uso de LC-ICP-MS
hard posible la deteccion y cuantificacién de especies desconocidas del elemento de
estudio sin necesidad de disponer de patrones. Sin embargo, el uso de una fuente de
jonizacién de plasma presenta algunos inconvenientes. Durante el proceso de
atomizacion se pierde toda la informacién molecular y estructural, de manera que la
identificaciéon de las especies se basa exclusivamente en su tiempo de retencion. Este
hecho hace que la cromatografia adquiera especial importancia, ya que cualquier
solapamiento entre especies no podrd ser resuelto posteriormente en el ICP-MS. Por
ofro lado, cualquier contaminaciéon del elemento medido procedente de los
componentes metdlicos del sistema cromatogrdfico (bomba, vdlvulas, conexiones) o
de los reactivos utilizados en la fase mévil, contribuirdn a la sefal y podrdn conducir a
cuantificaciones erréneas. Ademds, el plasma es incompatible con el uso de elevados
contenidos de disolvente orgdnico, que a menudo son requeridos para conseguir la

elucion de compuestos organometdlicos.

Teniendo en cuenta fodas estas ventajas y limitaciones, se ha escogido el
acoplamiento LC-ICP-MS para desarrollar diferentes métodos de especiacion basados
en intercambio idnico para As y Se en aguas medioambientales (articulos cientificos 1
Y 2) y As en orina humana (articulo cientifico 3), y para la especiacion de Hg en aguas

medioambientales basado en fase inversa (articulo cientifico 4).
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1.5.2. LC-ESI-MS/MS (QqQ)

Debido al amplio rango de compuestos susceptibles de ser separados
mediante LC, la gran variedad de soportes cromatogrdficos disponibles y la posibilidad
de inyectar directamente extractos acuosos, su acoplamiento a la espectrometria de
Masas aparece como una prometedora herramienta para la determinacion de
contaminantes orgdnicos polares a niveles de concentracién muy bajos. Sin embargo,
la incompatibilidad entre el caudal de liquido procedente del LC y el elevado vacio
necesario en MS retrasd largamente su aparicion. Este problema fue solventado con el
desarrollo de las interfases a presion atmosférica (APIs), que convierten el caudal de
liquido en fase gaseosa y se caracterizan por la formacion de los iones fuera de la
zona de alto vacio. De esta forma, el eluato procedente de la columna
cromatogrdfica es conducido directamente a la fuente de ionizacién, a través de un
capilar de PEEK, donde dependiendo de su cardcter dcido o bdsico se ioniza para
formar su correspondiente ion molecular protonado [M+H]* o desprotonado [M-H]-.
Posteriormente, el uso de espectrometria de masas en tdndem hace posible
diferenciar el analito de los interferentes isobdricos que puedan eluir al mismo tiempo
de retenciéon. La medida de una transicién caracteristica del analito mediante el
modo SRM, gque no comparten los interferentes, permite su identificacion inequivoca y
disminuye enormemente los limites de deteccién. Estas ventajas, junto con su rapidez vy
capacidad de determinar moléculas de elevado peso molecular sitUan a LC-ESI-
MS/MS como una de las principales técnicas en numerosos campos analiticos, como el
medioambiental, toxicoldgico y alimentario. A pesar de ello, los métodos basados en
este acoplamiento no estdn exentos de limitaciones. La coelucion de otros
compuestos presentes en la matriz puede causar la exaltacion o supresidon de la senal,
conduciendo a cuantificaciones erréneas. Para corregir este efecto matriz se han
utilizado diferentes estrategias como la eliminacion de estos interferentes mediante
fratamiento de muestra, calibrado en matriz, uso de patrones internos, adiciones
estandar o la simple dilucién de la muestra. De entre todas estas correcciones la mds
indicada consiste en el uso de patrones internos marcados isotdpicamente, que al ser
estructuralmente idénticos al analito de interés presentan prdécticamente el mismo

comportamiento fisico-quimico.
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En el articulo cientifico 6 se ha hecho uso de un compuesto marcado
isotdpicamente para desarrollar un método basado en el acoplamiento LC-ESI-MS/MS

gue no requiere curva de calibrado.
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1.5.3. GC-ICP-MS (Q)

De manera andloga a LC-ICP-MS, este acoplamiento se basa en la medida del
metal o semi-metal caracteristico de las especies en estudio después de gque sean
separadas por cromatografia de gases. En este caso, los analitos deben ser voldtiles o
semi-voldtiles y térmicamente estables o ser capaces de formar un compuesto con
estas caracteristicas. Las reacciones de derivatizacion pueden incluir la generacion de
hidruros, etilacion, propilaciéon, butilacion o pentilacién. La conexién entre ambas
técnicas no es sencilla, ya que los analitos deben mantenerse en forma gaseosa,
evitando que se produzca cualquier condensacién que provogue ensanchamiento de
los picos. Para ello, se propuso una linea de transferencia desde la salida de la
columna hasta la antorcha del ICP consistente en un tubo rigido metdlico calentado a
lo largo de toda su longifud. Sin embargo, su elevado coste y el hecho de que precise
un complicado y laborioso montaje han motivado que se desarrollen otros sistemas
alternativos, como el basado en un tubo de PFA a temperatura ambiente con una
corriente de arrastre de argdn.8 Estas lineas de transferencia, mucho mds sencillas,
econdémicas y flexibles han impulsado en estos Ultimos afos el uso de GC-ICP-MS para
llevar a cabo la especiaciéon de diferentes compuestos organometdlicos. Puesto que
toda la muestra procedente del GC es introducida directamente en el plasma, sin
necesidad de utilizar un sistema de drenaje como ocurre cuando se conecta un LC, los
métodos basados en este acoplamiento presentan una elevada sensibilidad y no
suelen precisar una etapa de preconcentracion previa. Ademds, el menor error
asociado a la linea base, asi como las pequenas anchuras de pico tfipicamente
obtenidas (4-6 s), le confieren mejores precisiones y limites de deteccién. No obstante,
los tiempos totales de andlisis suelen ser mucho mayores. Por un lado, el gradiente de
temperatura utilizado en las separaciones origina que haya un periodo de
enfriamiento enfre inyecciones de algunos minutos. Por ofro lado, antes de llevar a
cabo la separacion/determinacién suele ser necesaria una etapa de extraccién de los
analitos de la matriz mediante LLE o SPE. Cabe senalar que para corregir los procesos
no cuantitativos derivados del tratamiento de muestra hay que calcular el rendimiento

de cada una de esas etapas o hacer uso de un surrogate adecuado.
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En el articulo cientifico 5 se ha hecho uso de la técnica hibrida GC-ICP-MS para
comprobar la validez de un procedimiento de especiacion de Hg(ll) y MeHg en tejidos

de pescado desarrollado para GC-MS.
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1.5.4. GC-EI-MS (Q)

El principal requisito para llevar a cabo este acoplamiento reside en mantener
el elevado vacio que requiere el analizador de masas. Con la aparicién de las
columnas capilares la conexion entre las dos técnicas se ha simplificado
enormemente, ya que los menores caudales utilizados (1-2 mL min') pueden ser
infroducidos directamente en la cdmara de ionizaciéon. Los compuestos procedentes
del cromatégrafo de gases se ionizan y fragmentan en la interfase de ionizacién
electronica originando un espectro caracteristico. La existencia de librerias para El en
las condiciones estdndar de trabajo de 70 eV combinado con el dato del tiempo de
retencién, permite asignar con elevada fiabilidad cada uno de los picos
cromatogrdficos de la muestra a un compuesto determinado. Sin embargo, el grado
de especificidad alcanzado no siempre es suficiente, especialmente en el andlisis de
muestras de maftriz compleja. En estos casos, es necesario realizar una etapa previa de
purificacion para eliminar los interferentes, que se suma a las de extraccién,
derivatizacién y preconcentracion que frecuentemente se incluyen en los métodos
basados en GC-EI-MS. Todo ello, provoca un incremento notable del tiempo total de
andlisis y supone un riesgo de contaminacién adicional. De la misma manera que para
GC-ICP-MS, se deben corregir también las posibles pérdidas o ganancias de analito

derivadas de cada una de dichas etapas.

Dado que GC-EI-MS es una de las técnicas hibridas mds extendidas, se ha
desarrollado un método alternativo al acoplamiento GC-ICP-MS (mds caro vy
sofisticado) para la determinacién simultédnea de Hg(ll) y MeHg en tejidos de pescado

en laboratorios de ensayo (articulo cientifico 5).
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1.6. ANALISIS POR DILUCION ISOTOPICA

El andilisis por dilucion isotépica (IDA) es una técnica analitica basada en la
medida de las relaciones isotdpicas en muestras cuya composicion isotdpica ha sido
previamente alterada mediante la adicibn de una cantidad conocida de un
elemento o compuesto enriquecido isotdépicamente. Para esta técnica no es requisito
el uso de calibrado metodolégico. En estas condiciones puede considerarse un
método primario, directamente trazable al sistema internacional de unidades y de
elevada calidad metroldgica. En determinaciones elementales totales se suele utilizar
un ICP-MS, principalmente por la buena precisién y exactitud que proporciona en la
medida de las relaciones isotépicas del metal.? En cambio, la mayor parte de las
aplicaciones de IDA en andlisis orgdnico y bioquimico emplean compuestos marcados
con 3C o deuterio e implican el uso de una técnica de separacion cromatogrdfica

acoplada a espectrometria de masas molecular.10.11

En los Ultimos anos se han aplicado metodologias basadas en el andlisis por
dilucion isotdpica a nuevos campos analiticos, entre los que destaca la especiacién
elemental.1213 Este andlisis consiste en la identificacidon y determinacién individual de
las formas quimicas en las que se distribuye un elemento en una muestra dada. Esta
nueva aplicacién ha solapado de alguna manera la dilucion isotépica elemental con
la orgdnica. Los isdtopos enriquecidos que se emplean en este tipo de aplicaciones
son aquellos tradicionalmente empleados en IDA elemental (isétopos de Pb, Sn, Hg, Se,
Cr, etc.), aunque en este caso la medida de las relaciones isotépicas no sélo se lleva a
cabo mediante ICP-MS, sino que también se pueden emplear fuentes de ionizacién
moleculares acopladas a analizadores de masas.'4 Gracias a que estos elementos
presentan varios isétopos estables, es posible marcar cada una de las especies con un
isétopo distinto, lo que permite evaluar y corregir las reacciones de interconversion que

se producen frecuentemente durante el andlisis.15-18

En la Figura 1.2 se ilustra el fundamento de IDA para un elemento que contiene
dos isétopos a y b. Como se puede observar, el isdétopo a es el mds abundante en la
muestra mientras que el trazador estd enriquecido con el isétopo b. Al mezclar ambas

disoluciones, las abundancias isotépicas resultantes (y en consecuencia, las relaciones
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isotépicas) serdn intermedias entre las de la muestra y el frazador, dependiendo tanto

de la cantidad de elemento enddgeno como de trazador adicionado.

Figura 1
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.2. llustracién del principio del andilisis por dilucidn isotdpica para un elemento con dos

isétopos (ay b).

El uso de IDA presenta las siguientes ventajas respecto al resto de técnicas de

cuantificacién (p. ej. calibrado externo o adiciones estdndar):

Puesto que la relacién isotopica es independiente de la sensibilidad
instrumental, los resultados obtenidos no se verdn afectados por la deriva de la

senal ni por el efecto matriz.

La incertidumbre en la medida de la concentracion de analito dependerd sélo
de la incertidumbre de la medida de las relaciones isotépicas, que pueden ser
determinadas con elevada exactitud y precision en un espectrometro de

masas.

Como los compuestos marcados isotépicamente poseen las mismas
propiedades fisico-quimicas que los de abundancia natural, una vez alcanzado

el equilibrio isotépico entre la muestra y trazador cualquier pérdida de
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sustancia de la mezcla no va a tener ninguna influencia en el resultado final.
Como consecuencia de ello, no serd necesario conocer los factores de
preconcentracion realizados ni tener en cuenta las etapas de tratamiento de

muestra no cuantitativas.

Todas estas ventajas convierten al andlisis por dilucidon isotépica en un método
de referencia. Sin embargo, hay una serie de requisitos que se deben tener en cuenta
para obtener un valor exacto de la concentracion inicial del elemento en la muestra.
Por un lado, hay que evitar cualquier pérdida de sustancia (de muestra o de trazador)
antes de que se produzca el equilibrio isotépico. Posteriormente, el compuesto natural
y el marcado isotépicamente deben comportarse de manera idéntica a lo largo de
todo el procedimiento analitico. Ademds, las intensidades de los isdtopos a y b
medidas en el espectrémetro de masas deben estar libres de interferencias espectrales
y se deben tener en cuenta la discriminacion de masas y el tiempo muerto del
detector. Por JUltimo, se han de controlar cuidadosamente los valores de
concentraciéon de los blancos, ya que cualquier tipo de contaminacién que afecte a
la muestra fortificada conducird a valores experimentales erréneos de la relacién

isotépica.1?

Dependiendo del momento y la forma guimica en que se anade el tfrazador a
la muestra se pueden distinguir dos modalidades de fortificaciéon de especies,

inespecifica y especifica.

31



Capitulo 1 Introduccién general

1.6.1. Dilucion isotépica inespecifica

Esta modalidad es especialmente Util cuando no se conoce exactamente la
estructura de las especies que se quieren determinar o cuando no se dispone 0 no se
pueden sintetizar los correspondientes compuestos marcados isotdépicamente. Consiste
en anadir el frazador después de que tenga lugar la separaciéon de las especies del
elemento natural procedentes de la muestra (fortificacion post-columna). En este
caso, se puede utilizar un marcado en una forma guimica distinta de la de analito.
Para ello, es indispensable que la eficiencia de ionizacién del elemento sea
independiente de la naturaleza de las especies en que se encuentra el elemento, lo
que se consigue con un ICP-MS. Este modo de fortificacién no ofrece todas las
ventajas comentadas anteriormente, ya que cualquier pérdida de analito previa a la

separacion cromatogrdfica conduciria a resultados erréneos.

El primer método basado en andlisis por dilucidn isotépica post-columna fue
propuesto por Heumann et al. para cuantificar las especies de un elemento
previamente separadas por cromatografia liquida.20 En la actualidad esta modalidad
se ha extendido a la determinacién de proteinas, al acoplamiento GC-ICP-MS y al uso
de ofras fuentes de ionizacién como en el procedimiento para el andlisis orgdnico
mediante la adicidén post-columna de '3CO:2 y equilibracién isotdpica usando una
celda de combustidn y el acoplamiento GC-MS.21 La representacion del flujo mdsico,
que se calcula midiendo la relacién isotépica correspondiente en todo el
cromatograma, frente al tiempo proporciona la cantidad de masa del elemento en
cada pico. A continuacién se describen las ecuaciones necesarias para llevar a cabo

la cuantificacion.

El eluato, que es bombeado a un flujo fs (mL min'), contiene Ns (mol g') del
elemento natural procedente de la muestra (con densidad ds en g mL!). Después de
la separacion cromatogrdfica, se le ahade una disolucidn con Ni (mol g') del
elemento marcado y densidad di (g mL"') a un flujo fi (mL min'). El flujo total para dos

isétopos, a y b, del elemento en la mezcla (m) estd dado por:

Nadm frn = Ngdgfo+ NZ2d, f, (1)
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NP d,, T, =N2d fo+NPd, f, (2)

siendo a el isdétopo mds abundante en la muestra y b el isétopo mds importante en el

tfrazador.

Dividiendo la ec. (1) entre la ec. (2) se obtiene la siguiente expresion:

— NstfS+Ntadt ft — NSASadeS+Nt Aadt ft
NEdeS+Ntbdt ft NSAEdeS-'-NtAbdt ft

R (3)

siendo R, = N,";ﬁ/N,‘]’1 la relacion isotdpica (a/b) en la mezcla. Teniendo en cuenta las

abundancias isotépicas para los isdbtopos a y b en la muestra (AY y Ag) y en el frazador
(A*Y A°) NS =NGAD, NS =N AT, NJ=NA Yy NP =N A,
Si se reorganiza la ec. (3):

b_ pa
Nsdsfsthdt ftm

4
Asa_RmAg “
que es la ecuacién bdsica de la dilucidn isotépica para fortificacién on-line.
A A
Definiendo R, =—— como la relacion isotépica (b/a) en la muestra y R = la
A A
relacion isotépica (a/b) en el trazador, la ec. (4) puede expresarse como:
b -
N, f = N,d, ftia Rn=R (5)
1-RyRs

Las concentraciones en mol g pueden ser expresadas como concentraciones
en peso teniendo en cuenta el peso atdmico del elemento, dando lugar a la siguiente

expresion:

b -
Csdsfs :ctdt ft AWSAI[ Rm Rt J (6)

AW A2 (1-Ry R,
donde cs y ¢t son las concentraciones del elemento en la muestra y en la disolucién de

marcado (ng g'). respectivamente, y AWs y AW; son los correspondientes pesos

atdmicos del elemento natural y marcado.
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La expresion c d,f, tiene unidades de ng min' y es el flujo mdsico de la

muestra que eluye de la columna, MFs. Por tanto, la ecuacién final de diluciéon

isotépica toma la forma:

=, 1, R
AW A - Ry A

(7)

Si la concentraciéon de analito cambia con el tiempo, por ejemplo, durante el
pico cromatogrdfico, MFs también cambiard con el tiempo. La integracién del pico en
el cromatograma de flujo mdasico proporcionard la cantidad del metal determinado
en esa fraccién. Por Ultimo, la concentracidon se puede calcular fdciimente

conociendo el volumen de muestra inyectado.
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yé

1.6.2. Dilucién isotépica especifica

Esta modalidad se utiliza cuando se conoce la estructura de la especie que se
quieren determinar y se dispone del correspondiente compuesto marcado. La
fortificacion se realiza al inicio del proceso analitico, de manera gque una vez se
alcanza el equilibrio isotépico se obtienen todas las ventajas que ofrece el andlisis por
dilucién isotdpica. Si se tienen que determinar varias especies de un mismo elemento,
cada compuesto se puede enriquecer en un isétopo distinto, lo que permite corregir
también las reacciones de interconversion entre especies. Este procedimiento es
andlogo a la determinaciéon tradicional de compuestos orgdnicos mediante dilucién
isotépica, aunque en lugar de utilizar compuestos deuterados o con 3C se marca el

heterodtomo de la molécula y no se hace uso de curva de calibrado.1?

En los Ultimos anos se ha producido un importante avance en el procedimiento
de cdlculo para el andlisis por dilucidn isotdpica en especiacion de elementos traza. El
principal cambio radica en el uso de las abundancias isotépicas en lugar de las
relaciones isotdpicas. Esta modificacion permite simplificar los cdlculos cuando se
utilizan trazadores multiples. Ademds, si se miden mds isétopos que los estrictamente
necesarios, es posible corregir la discriminacién de masa o las interferencias
espectrales utilizando sélo la inyeccidén de muestra, lo cual es extensible al empleo de
un solo trazador. Este procedimiento recibe el nombre de Deconvolucién de Perfiles
Isotépicos (IPD) y consiste en descomponer el perfil isotépico medido de la muestra
fortificada en sus componentes originales (perfil natural y del trazador/es) mediante
regresion lineal multivariante. Para ello, se hace uso de toda o parte de la distribucién
isotépica del elemento o compuesto a determinar.22 Suponiendo que una muestra se
fortificase con dos trazadores, la mezcla presentaria una composicion isotépica con
tres perfiles isotopicos: el de abundancia natural de la muestra (s) y los marcados
isotépicamente de los dos trazadores (t1 y t2). Lo mds habitual es anadir los patrones
marcados al mismo tiempo para corregir las reacciones de interconversién, aunque
también se pueden anadir en distintas etapas, utilizando uno de ellos como frazador
metabdlico y el ofro como trazador de cuantificacién.23 En este ejemplo explicativo

consideraremos el segundo caso para simplificar en lo posible la deduccién de las
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ecuaciones. Después de anadir los patrones marcados, se puede plantear el siguiente

balance molar total para cualquier alicuota de la muestra:

Nm = Ns+Nt1+ Nt2 (8)
donde Nm es el nUmero total de moles del elemento o compuesto en la muestra y N,
Nty N2 el nUmero total de moles para cada uno de los tres perfiles isotdpicos.

El balance molar anterior se puede calcular para cada uno de los iones del

cluster del elemento o compuesto. Asi, para un ion con masa i se obtendria:
Niw = Ng + Ng + N (9)
La ec. (9) se puede expresar como una combinacion lineal de los moles totales
de cada perfil isotépico y su correspondiente distribucion isotdpica:
N An = Ng A+ Ny Ay +Nip A (10)

donde A, es la abundancia relativa medida del elemento o compuesto a la masa

nominal i en la mezclay A, A, y A, las abundancias relativas tedricas a la misma

masa nominal para cada uno de los perfiles isotdpicos considerados. Si se divide la ec.

(10) entre la ec. (8), se llega a la siguiente expresiodn:

A = XA+ Xy AL+ X5 A, (11)

donde
N
Xg = —= (12)
Nm
Ntl
=—= 13
X1 N (13)
Nt2
=1z 14
X2 N, (14)

son las fracciones molares del elemento o compuesto con abundancia natural y
marcados isotépicamente que contribuyen al perfil isotdpico observado en la muestra

fortificada.
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Planteando la ec. (11) a las n masas que constituyen el cluster espectral y

expresdndolas en notacidén matricial, se obtiene:

AT A A A

AR A A |

Al A A A e .
A;?;Ll Aéil 'n'lLl 'n'le X2 e;{_'l

A A A AL

Cuando n > 3, el sistema sobredeterminado de ecuaciones se puede resolver
mediante regresion lineal multivariante, realizando el ajuste por minimos cuadrados del
vector error ‘e’. En esos casos, los grados de libertad exira pueden ser utilizados para
corregir errores sistemdticos como la discriminacién de masa y/o las interferencias

espectrales.

Si 12 es el trazador utilizado para cuantificar, la relacién de su fraccidén molar
con la de los otros perfiles isotdpicos proporcionard las ecuaciones de dilucidon

isotépica, ya que Ni2 es conocido:

X2 Ni X2 Np

Estas dos ecuaciones permiten determinar el nimero de moles de elemento o
compuesto con abundancia natural (s) y de trazador metabdlico (t1) contenido en la

muestra después de la adicidon de una cantidad conocida de 2.

Cuando la deteccién se lleva a cabo mediante espectrometria de masas
atémica, el marcaje isotdpico reside en el heterodtomo de la molécula, asi que en los
cdlculos por IPD se utilizan las abundancias isotépicas elementales. En cambio, en
espectrometria de masas molecular se utiliza la distribucidon de isotopdmeros de masa
del compuesto, pudiendo introducir el marcaje en cualquiera de los elementos que lo

conforman.
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Capitulo 2 Especiacion de As en muestras de agua medioambiental y orina humana

2.1. INTRODUCCION

El arsénico es un elemento ubicuo en la naturaleza y ocupa el vigésimo puesto
en abundancia en la corteza terrestre, con un nivel entre 1y 2 mg kg-!. Con un niUmero
atémico de 33 y un peso atdémico de 74.9216 presenta un solo isdétopo estable, 75As. En
estado elemental puede presentar tres estados alotrépicos: gris o metdlico (forma a),
negro (forma B) y amarillo (forma y), comportdndose en estos dos Ultimos estados de
agregacion como un no metal. El arsénico existe en cuatro estados de oxidacién, -3
(arsina), O (arsénico), +3 (arsenito) y +5 (arseniato).1-? Suele encontrarse asociado a
minerales sulfurosos de hierro y otros fantos metales (tales como Au, Ag, Cu, Sb, Niy
Co). Los mds comunes son la arsenopirita (FeAsS), oropimente (As2S3) y rejalgar (AsS). Su
presencia en medios hidrotermales se debe tanto a actividades volcdnicas recientes
como antiguas. Los niveles de arsénico en la atmdsfera tienen como origen los
procesos de erosion del viento, emisiones volcdnicas, aerosoles marinos, incendios
forestales y volatilizaciones a baja temperatura, principalmente como consecuencia
de procesos bioldgicos como la biometilacion. Puesto que es un elemento
ampliamente extendido, no es de exfranar que se encuentre en los organismos vivos a
elevadas concentraciones. Por ejemplo, en las plantas, donde el contenido de
arsénico estd directamente relacionado con la concentracion en el suelo, los niveles
estdn comprendidos entre 0.001 y 5 pg de arsénico por gramo de materia seca,
dependiendo de la especie y tipo de suelo.'4 Ademds, la actividad humana ha
incrementado notablemente su presencia en el medioambiente.5 En efecto, el uso de
combustibles fosiles ricos en As produce tridxido de arsénico, altamente téxico, que es
liberado a la atmdsfera en grandes cantidades, precipitando posteriormente en forma
de lluvia o polvo. Por otro lado, un gran nUmero de compuestos de este elemento han

sido ampliamente utilizados como plaguicidas, pigmentos, conservantes de la maderaq,
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en la manufacturacién del vidrio, en la industria textil, metalurgia... e incluso en la
industria farmaceutica.34 También hay que destacar la importante aportacién de As
al medioambiente provocada por la mineria, como consecuencia de la lixiviacién de

las aguas residuales acidas generadas en la industria minera.é

Una vez liberado en el medio ambiente puede entrar en contacto con el ser
humano bien de forma directa o a través de la cadena tréfica, pudiendo provocar
desde lesiones en la piel hasta tumores cerebrales, cdncer de higado, rindn vy
estbmago. Debido a su toxicidad, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) ha
establecido un nivel méximo de 10 ug L' en agua potable.” En todo caso, la toxicidad
y biodisponibilidad del arsénico depende de la forma quimica en que se encuentra.8-1
Asi, los compuestos inorgdnicos de As(lll) estdn considerados entre 60-80 veces mds
toxicos en lo humanos que los correspondientes de As(V).4 Este hecho se debe a que el
arsenito se enlaza mds eficientemente con los grupos sulfhidrilos de muchas encimas,
inhibiendo su actividad y provocando diversas discapacidades funcionales. El
arseniato tiene una estructura andloga al ion fosfato, por lo que compite con este
Ultimo causando numerosas alteraciones a nivel celular.’? La arsenobetaina (AsB) y
arsenocolina  (AsC), presentes en algunos alimentos marinos a elevadas
concentraciones, son excretadas rdpidamente sin producir efectos significativos en el
organismo.2 Los arsenoazucares, con mds de 15 formas moleculares diferentes
conocidas, se encuentran en elevadas concentraciones en algas marinas, moluscos y
gasterépodos, siendo sus efectos sobre la salud tema de debate para la comunidad
cientifica.’314 Por su parte, los compuestos metilados de arsénico han sido
considerados hasta hace pocos ahos como no téxicos; sin embargo, estudios recientes
indican que las especies metiladas de arsénico trivalente podrian ser incluso mds
toxicas que las formas inorgdnicas.247 Las especies predominantes de arsénico en las
aguas son el As(lll) y As(V), presentando el As(lll) mayor solubilidad y movilidad, lo que
justifica su mayor foxicidad. En medios oxidantes el As(V) se encuentra en mayor
proporcién, pasando de la forma H2AsO4 a HAsO42 al aumentar el pH por encima de
6.9. Por el contrario, bajo condiciones ligeramente reductoras el As(lll) es la especie
predominante, encontrdndose en la forma As(OH)s hasta pH 9.2. Sin embargo, la

proporcion relativa de estos estados de oxidacion no sdlo depende de las condiciones
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fisico-quimicas del medio como el potencial redox (En) y el pH. La accién microbiana
juega también un papel clave, ya que algunos procesos bioldgicos involucrados en el
metabolismo de estos microorganismos promueven la reduccion del As(V) vy la
oxidacion del As(lll), ademds de la metilacion a dcido monometilarsénico (MMA),

dcido dimetilarsinico (DMA) y éxido de trimetilarsina (TMAQO).115

Como consecuencia de la diferente toxicidad de las especies de arsénico se
hace imprescindible determinar cada una de ellas individualmente, siendo insuficiente
el conocimiento del elemento total presente en la muestra. Para ello, se suele utilizar
una técnica de separaciéon, tal como la cromatografia liquida de alta resolucidn
(HPLC), la cromatografia de gases (GC) vy la electroforesis capilar (CE), junto con un
detector especifico del elemento: espectrofotometria de fluorescencia atébmica (AFS),
espectrofotfometria de absorcion atédmica de llama (FAAS) o electrotérmica (ETAAS),
espectrofotometria de emision atdmica con fuente de plasma de acoplamiento
inductivo (ICP-AES) y espectrometria de masas con fuente de plasma de
acoplamiento inductivo (ICP-MS).1617 De entre todas las combinaciones, el
acoplamiento HPLC-ICP-MS se sitUa como una de las mejores opciones para llevar a
cabo la especiaciéon de As.18 La versatilidad del HPLC, que ofrece diversos mecanismos
de separacién, permite que se pueda aplicar a una gran variedad de compuestos de
importancia medioambiental. Por ofro lado, el ICP-MS es actualmente el detector
elemental mds sensible y robusto disponible comercialmente, ofreciendo varias
ventajas en comparacidén con los detectores tradicionales, entre las que cabe
destacar su amplio rango de linealidad y capacidad multielemental. Gracias a esta
Ultima, es posible determinar simultdneamente especies de elementos como el selenio,

que al parecer contrarrestan algunos de los efectos toxicos del arsénico.1?

El selenio es un elemento traza esencial y entre sus funciones estdn las de
proteccién de la membrana celular o la interaccidon con metales pesados toxicos.20 El
intervalo de concentracién adecuado (entre deficiencia vy toxicidad) es
verdaderamente estrecho y depende de su forma quimica.2-2 Aunque el selenio es
poco abundante en la corteza terrestre (0.05 mg kg'), sus compuestos son
masivamente liberados al medio a causa de la utilizacién de combustibles fosiles,

vertidos ilegales procedentes de la mineria, la industria electronica y del vidrio, asi
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como la agricultura. Su movilidad, biodisponibilad y toxicidad depende de su estado
de oxidacion, lo que hace necesaria su especiacion. Las formas predominantes de
selenio en las aguas son el selenito (Se(IV)) y selenato (Se(Vl)).24 Se ha observado que
los compuestos orgdnicos de selenio son unas 500 veces menos toxicos que el Se(lV),
que a su vez estd considerado mds peligroso para los organismos acudticos que el
Se(Vl) debido a su alta solubilidad vy biodisponibilidad.20 Por consiguiente, la
especiacion de Se inorgdnico en aguas medioambientales es de gran importancia

desde el punto de vista clinico y medioambiental.

En este capitulo se exploran las mejoras que puede conllevar la utilizacién de
un sistema de cromatografia liquida de bajo flujo (microHPLC) acoplado a un ICP-MS
para la especiacién de arsénico y selenio en aguas medioambientales. En primer lugar
se lleva a cabo la adaptacidén de un método de especiacion multielemental
desarrollado para flujos convencionales a microflujos. La miniaturizacién de la
separacion consiste bdsicamente en la utilizacion de un sistema de cromatografia
capilar, una columna microbore y un micronebulizador, que permite introducir mds
eficientemente el bajo caudal de analito procedente de la columna. Para conseguir
determinar los diferentes compuestos en estas nuevas condiciones, no sdlo resulta
indispensable realizar una minuciosa optimizacidén de los pardmetros instrumentales,
sino que es necesario abordar algunos problemas adicionales derivados del sistema
microHPLC. En el articulo cientifico 1 se ha realizado un estudio pormenorizado de las
interacciones secundarias aparecidas al utilizar microHPLC-ICP-MS en la modalidad de
infercambio aniénico. Por un lado, se ha caracterizado la naturaleza de las
retenciones adicionales al mecanismo de separacion principal, justificando en qué
condiciones y en qué magnitud se ven afectados los compuestos determinados vy
proponiendo un mecanismo de interaccidon para dicho proceso. Posteriormente, se
han planteado y evaluado diferentes estrategias para hacer compatible la
determinacion de los compuestos monitorizados con el uso de bajos caudales de fase
movil. Una vez solventado el problema de las interacciones secundarias, se han
llevado a cabo una serie de modificaciones en el método cromatogrdfico preliminar
para explotar al mdximo el potencial de la columna microbore utilizada. En este

sentido, la reduccidn del volumen extracolumna es clave de cara a no comprometer
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la mejora en la eficiencia de la separacién proporcionada por este tipo de columnas,
por lo que se realizd una minimizacidén exhaustiva de las dimensiones de todos los
capilares por los que es conducida la muestra hacia el detector. Ademds, se ha
evaluado el uso de fases moéviles mixtas para evitar la cola con la que eluyen algunos
de los compuestos seleccionados. Todo ello hace posible valorar adecuadamente las
prestaciones reales de las columnas microbore y aclarar las contradicciones existentes
en la bibliografia acerca del efecto de la disminucién del didmetro interno de las
columnas cromatogrdficas. La metodologia se ha validado para aguas
medioambientales, e incluye una ecuacion de correccion matematica para corregir
el solapamiento del pico de MMA con la interferencia poliatémica °Ar3sCl*+ originada
en muestras con alto contenido salino. Los resulfados de este frabajo se detallan en el
articulo cientifico 2. El método de especiaciéon de As y Se desarrollado se aplicd
posteriormente a diferentes aguas de pozos de riego y abastecimiento urbano
localizadas en el acuifero de la Plana de Castelldn, lo que permitié presentar los
primeros datos sobre los niveles de As(lll), As(V), DMA, MMA, Se(lV) y Se(VI) en estos

enclaves.

Por ofro lado, se ha hecho uso del acoplamiento microHPLC-ICP-MS para
determinar As(lll) y As(V) en drenajes dcidos de mina. Puesto que este tipo de aguas
estdn caracterizadas por poseer un pH muy bajo, se ha propuesto un método de
separacion en medio dcido para evitar la posible interconversion de especies asi
como la precipitacion de los numerosos compuestos metdlicos que contienen. En estas
condiciones, las interacciones de los analitos con la fase estacionaria de intercambio
anidnico se ven modificadas, por lo que es necesario evaluar el comportamiento de
fases moviles alternativas que permitan la correcta elucidon de estos dos compuestos.
La metodologia propuesta, una vez validada, ha sido utilizada en un proyecto de
investigacién del Instituto de Ciencias de la Tierra “Jaume Almera” (CSIC) con el fin de
determinar la proporcion relativa de las especies inorgdnicas de arsénico en diferentes

muestras procedentes de la mina abandonada de Tinto-Santa Rosa (Huelva).

Finalmente, se ha desarrollado un método de especiacion de arsénico para
muestras de orina que hace uso de un patrén interno de germanio para corregir los

efectos matriz y de deriva de la senal derivados de la matriz de la muestra. En el ICP-
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MS los compuestos son convertidos en sus elementos constituyentes, de forma que la
senal depende exclusivamente del heterodtomo monitorizado, independientemente
del compuesto de partida. Basdndonos en este principio y teniendo en cuenta el
amplio rango de linealidad del detector, es posible realizar una calibracion de un solo
punto aplicable a las diferentes especies de As seleccionadas, consistente en la
adicidon post-columna de una disolucidn patrén de As. Si a esta disolucion se le
infroduce un patrén interno con caracteristicas fisico-quimicas similares, como el Ge,
ambos elementos responderdn a las variaciones instrumentales de manera andloga.
En consecuencia, la adicidon continua post-columna de As y Ge puede proporcionar la
concentraciéon corregida de los compuestos de As separados en una sola inyeccidén
de muestra. En este frabagjo, se ha efectuado la separacion de AsB, As(lll), DMA, MMA
y As(V) con un sistema HPLC convencional, utilizando un microHPLC para infroducir la
disolucion de patrén interno sin diluir excesivamente las especies de analito. El
procedimiento ha sido aplicado a muestras de orina y se ha comparado con el
método de las adiciones estdndar y calibracién interna. Los resultados se recogen en

el articulo cientifico 3.
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2.2. INTERACCIONES ADICIONALES DE LOS GRUPOS —OH DE LAS ESPECIES
DE As y Se CON LOS CAPILARES DE SIiLICE FUNDIDA EN MICRO-
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE INTERCAMBIO ANIONICO

Entre las principales ventajas del acoplamiento HPLC-ICP-MS cabe destacar
que ofrece una gran versatilidad de separacion, no precisa derivatizacién previq,
proporciona limites de deteccidn extremadamente bajos y posee capacidad
multielemental.l2 Esto lo convierte en la opcién ideal para llevar a cabo la
especiacion conjunta de As y Se.3-5 Sin embargo, debido a la naturaleza del detector,
este acoplamiento presenta una serie de inconvenientes y limitaciones. Asi por
ejemplo, el uso de fases mdviles basadas en fosfatos de sodio o potasio no resulta
apropiado, debido a que se depositan sales en las lentes y en los conos que provocan
una lenta deriva de la senal. Por ofro lado, la adicién de disolventes orgdnicos,
requeridos en numerosas separaciones cromatogrdficas, ocasiona inestabilidad en el
plasma y una considerable disminucién de la sensibilidad.é Es por ello que se ha
propuesto la utilizacidn de bajos caudales de liguido y microcolumnas como
alternativa a los sistemas convencionales.’® En efecto, el acoplamiento microHPLC-
ICP-MS podria reducir los efectos perjudiciales asociados a la introducciéon de
elevadas cantidades de disolventes y sales en el plasma, minimizando tanto el
consumo de fases moéviles como de muestra y proporcionando mejores eficiencias de

separacion.?

De acuerdo con todas estas ventajas, se adaptd un método de determinacion
de As(lll), As(V), DMA, MMA, Se(IV), Se(VI) y Cr(VI) previamente desarrollado para flujos
convencionales a microflujos.1® Para este fin, se hizo uso del nebulizador de bajo flujo
Micromist, una columna de intercambio idénico microbore (150 x 1 mm, 3 pm) y un
sistema cromatografico capilar, el cual permite bombear la fase mévil a pocos pL min-!
de manera reproducible y exacta con un minimo volumen muerto. Todas estas
modificaciones debian suponer una mejora significativa en las caracteristicas
analiticas del método, pero en cambio se observaron interacciones secundarias
relevantes. Concretamente, al bombear una fase moévil consistente en NHsNOs a pH

8.7 el MMA eluyd con un ensanchamiento de pico severo, mientras que para el As(lll),
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As(V) y Se(lV) ni tan si quiera se obtuvo pico, sélo un pequeno incremento de la linea
base. Por el contrario, al conectar la microcolumna al sistema convencional no se
advirtidé este comportamiento andmalo. Consecuentemente, la fuente del problema
debia de estar relaciona con el sistema microHPLC utilizado, de manera que se realizd
una caracterizaciéon exhaustiva del mismo. Los resultados mostraron que los
ensanchamientos de pico se debian a una interacciéon del tipo enlace de hidrégeno,
adicional al mecanismo de intercambio anidnico principal. La silice fundida de los
capilares con los que viene equipado el microHPLC se hidrolizan a pH>8.5. Con ello se
desprenden pequenos fragmentos de sus paredes que confienen grupos silanol que
son arrastrados hasta la columna analitica, donde interaccionan con la resina de
infercambio i6nico.” Una vez en la columna, estos productos de degradacion
interaccionan con los analitos que contienen grupos hidroxilo (-OH); a pH 8.7: As(lll),
As(V), Se(lV) y MMA. Este punto fue confirmado llevando a cabo dos experimentos. El
primero de ellos consistid en ajustar el pH de la fase moévil a 10 e inyectar a
contfinuacién un patrén de MMA. De acuerdo con el mecanismo propuesto, el
compuesto eluyd correctamente, dado que al ser el pH utilizado mucho mayor que sus
PKas (PKat = 3.6 ¥ pKa2 = 8.2) no contenia ningun —OH susceptible de interaccionar con
los grupos silanol. En segundo lugar, se evalud el efecto de una sal con grupos -OH en
la fase movil. Al bombear (NH4)2HPO4 a pH 8.7, no se observaron interacciones
adicionales para ninguna de las especies. Como cabia esperar, los grupos —OH del
hidrogenofosfato compiten con los de los analitos, enmascarando el efecto de de los

productos de degradacién de la silice retenidos en la columna.

Una vez descrita la naturaleza de los ensanchamientos de pico observados al
utilizar el acoplamiento microHPLC-ICP-MS, se evaluaron diferentes estrategias para
resolver el problema. Asi, se comprobd que la sustitucidon de los capilares de PFS por
PEEK, la disminucioén del pH por debajo de 8.5 o la adicidn a la fase mévil de
(NH4)2HPO4, permite la correcta elucidén de todas las especies. En particular, la Ultima
de las opciones resultdé ser una via interesante para mejorar la forma de pico de
muchos de los analitos estudiados, por lo que en el siguiente trabajo se hizo uso de una
fase movil mixta de NH4NOs y (NH4)2HPOa4.
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Abstract

Relevant secondary interactions (hydrogen-bond type), addilional (o the main anion-exchange mechanism, were found when a method for As, Se
and Cr speciation was developed based on microLC-inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS) coupling. In order to get the claimed
analytical performance characteristics of the microbore columns. microLC systems are equipped with very narrow bore fused silica capillaries.
‘When a mobile phase of NHsNO3 at pH 8.7 was used. a notable tailing was observed for As(III), As(V), MMA and Se(IV). species containing
hydroxyl groups in its chemical structure at this pH value. However. additional interactions appeared neither when the fused silica capillaries of
the capillary LC system were substituted for polyetheretherketone (PCEK) nor operating at pIT below 8.5. A mechanism to explain the additional
interaction observed is proposed and tested in this work. It seems that high pII values produce a partial hydrolysis of the siloxane groups of the
fused silica capillaries. Under these conditions, degradation products of silica, containing ionized silanol groups, reach the column and interact
with the anion-exchange resin. Then, ionized silanol groups, retained on the column, can interact with the hydroxyl moiety of the aforementioned
analyles leading (o severe peak tailing and broadening. Diflerent strategies were evaluated Lo solve the problem. The addition of a salt containing
hydroxyl groups in the mobile phase such as hydrogen phosphate, the diminution of the pH and the use of PEEK capillaries in the microHPLC
system demonstrated to be suitable. Finally, two alternative microHPLC 1CP-MS separations, based on a gradient elution of NHsNO5 at pH 8.0
and NH4NO3/NH4H, PO, at pH 8.7, were optimized and compared. Results showed better peak shapes for some species when hydrogen phosphate
was added to the mobile phase
@© 2007 Flsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: Sccondary intcractions; Fuscd silica capillarics: Hydroxyl containing analytes: Anion-cxchange chromatography: Micro-liquid chromatography: Dipolc-
ion interaction; Basic hydrolysis of silica

1. Introduction

The need for speciation analysis is widely recognized nowa-
days [l]. Trace arsenic and selenium speciation is normally
performed by HPLC ICP-MS coupling, since LC provides a
wide range of separation mechanisms and no derivatization steps
are required [2-5]. Also, multielemental capability of ICP-MS
can be exploited [6-9]. This coupling, although regarded as
straightforward. has several problems due (o the large amounts
of solvents and salts than, finally, can reach the plasma. The use
ol low liguid {low rales in conjunction with microbore columns
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seems (o be one of the best choices to solve the detrimental
effects associated to the introduction of high amounts of solvent
into the plasma [10]. However, special care must be taken into
account with the dead volume and the robustness of the system
[11]. Furthermore. micronebulizers must be used since classical
nebulizers suffer from low analyte transport efficiencies [12].
The expectable main features of the coupling microHPLC- ICP-
MS can be summarized as it follows:

e Low samplc consumption, a paramount characteristic in
sample limited cases [11]. and less solvent use. However,
solvent consumption depends on the pump operation and, in
fact, most pumping systems work with a primary flow rate in
the range of 0.2-1.0 mL/min [13].
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hydroxyl containing analytes and fused silica capillaries in anion-

exchange micro-liquid chromatography
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ABSTRACT

Relevant secondary interactions (hydrogen-bond type), additional to the main anion-
exchange mechanism, were found when a method for As, Se and Cr speciation was developed
based on microlLC-inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS) coupling. In order to
get the claimed analytical performance characteristics of the microbore columns, microlLC
systems are equipped with very narrow bore fused silica capillaries. When a mobile phase of
NH4sNO3 at pH 8.7 was used, a notable tailing was observed for As(lll), As(V), MMA and Se(lV),
species containing hydroxyl groups in its chemical structure at this pH value. However, additional
interactions appeared neither when the fused silica capillaries of the capillary LC system were
substituted for polyetheretherketone (PEEK) nor operating at pH below 8.5. A mechanism fo
explain the additional interaction observed is proposed and tested in this work. It seems that high
pH values produce a partial hydrolysis of the siloxane groups of the fused silica capillaries. Under
these conditions, degradation products of silica, containing ionized silanol groups, reach the
column and interact with the anion-exchange resin. Then, ionized silanol groups, retained on the
column, can interact with the hydroxyl moiety of the aforementioned analytes leading o severe
peak failing and broadening. Different strategies were evaluated to solve the problem. The
addifion of a salt containing hydroxyl groups in the mobile phase such as hydrogen phosphate,
the diminution of the pH and the use of PEEK capillaries in the microHPLC system demonstrated to
be suitable. Finally, two alternative microHPLC-CP-MS separations, based on a gradient elution
of NH4NO3 at pH 8.0 and NHsNO3/NHsH2PO4 at pH 8.7, were optimized and compared. Results
showed better peak shapes for some species when hydrogen phosphate was added to the

mobile phase.
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1. INTRODUCTION

The need for speciation analysis is widely recognized nowadays [1]. Trace arsenic and
selenium speciation is normally performed by HPLC-ICP-MS coupling, since LC provides a wide
range of separation mechanisms and no derivatization steps are required [2-5]. Also,
multielemental capability of ICP-MS can be exploited [6-9]. This coupling, although regarded as
straightforward, has several problems due to the large amounts of solvents and salts than, finally,
can reach the plasma. The use of low liquid flow rates in conjunction with microbore columns
seems to be one of the best choices fo solve the defrimental effects associated to the
infroduction of high amounts of solvent into the plasma [10]. However, special care must be
taken into account with the dead volume and the robustness of the system [11]. Furthermore,
micronebulizers must be used since classical nebulizers suffer from low analyte transport
efficiencies [12]. The expectable main features of the coupling microHPLC-ICPMS can be

summarized as it follows:

¢ Low sample consumption, a paramount characteristic in sample limited cases [11], and less
solvent use. However, solvent consumption depends on the pump operation and, in fact,

most pumping systems work with a primary flow rate in the range of 0.2-1.0 mL/min [13].

* Two principal advantages claimed are the increment of the relative peak concentration on
the column and the lower introduction of solvent info the plasma. Detrimental effects of
mobile phases reaching the plasma are mainly related with the organic content [10,14] which
can cause degradation of the signal over time. Micronebulizers generate a finer, more
homogeneous aerosol, with high rate of solvent evaporation, which can be partially removed
with cooled spray chambers [10]. The use of microbore columns, with lower internal diameter
and packed with smaller size particles, diminishes both the transversal and axial diffusion. Thus,
narrower and higher peaks can be obtained [11] and, consequently, greater resolving power
and lower detection limits can be expected. Testing these features seems to be interesting in

order to improve the analytical methodology applied using conventional HPLC systems.

On the other hand, to reach full capabilities of microbore columns, LC systems with reduced

dead volume and optimized flow geometries of all connection capillaries are required. However,
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neither stainless steel nor plastic are suitable materials to build such very narrow connection. The
best choice seems to be the use of PEEK coated fused silica (PFS) capillaries, because of their
robustness and very low tendency to plugging [13]. The capillary LC Agilent 1100 Series used in
the present work is equipped with PFES capillaries. Although fused silica is considered like inert
material, it presents the limitations of pH [15] and can be partially dissolved under basic
conditions needed for a given separation. This work shows the occurrence of relevant additional
interaction between As, Se and Cr species and the degradation products of fused silica inside an
anion-exchange microbore column. Those products of degraded silica, with dissociated silanols,
provoke severe peck tailing of hydroxyl groups (-OH) containing species. In order to characterize
and solve the problem, changes in connection capillaries, pH and mobile phase composition

were assessed.

2. EXPERIMENTAL

2.1. Instrumentation

The microHPLC system consisted of an Agilent 1100 Series (Agilent, Waldbronn, Germany)
binary pump, and auto injector with a programmable sample loop (20 uL maximum). The
selected injection volume was 5 pL. The separations were performed at 50 yL min~!, on a PRP-

X100 (Hamilton, Reno, NV, USA) anion-exchange column (150 mm x 1 mm, 3 um).

The microbore column was connected via 30 cm of PEEK capillary tubing (0.125 mm i.d.)
to a Micro Mist nebulizer. A Hewlett-Packard 4500 ICP-MS (Yokogawa Analytical Systems, Tokyo,
Japan) was used in this work. For microHPLC-ICP-MS data acquisition the "“time resolved analysis”
mode was used with 0.3 s of integration time per mass. Measurement masses selected were: m/z

53 for chromium, 75 for arsenic and 77 for selenium.

For tuning of ICP-MS, a solution containing 10 ug L' of As, Se and Cr made up in double
deionized water filtered through 0.22 um was monitored and the ion intensity was optimized.

Then, resolution and mass axis were also optimized.

2.2. Standards and reagents

NaAsO2 (analytical reagent, aur.), NaHAsO47H20 (ar.), Na(CHs)2AsO2-3H20
(Biochemika), Na2SeO3:5H20 (Chemika) and Na2SeOs (Chemika) were from Fluka (Buchs,
Switzerland), Na2CH3zAsOsz -6H20 (a.r.) was delivered by Carlo Erba (Milano, Italy), and K2CrO4 (a.r.)
was purchased from Merck (Darmstad, Germany). Stock solutions of arsenic, selenium and

chromium compounds containing about 1000 mg L= As, Se and Cr were prepared in water and
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maintained at 4 °C. Appropriate dilutions of the stock solution were prepared daily, by weight,

using double deionized water to obtain the required concentration.

The mobile phases used ammonium nitrate buffers prepared from NHisNOs (p.a.,
Scharlau, Barcelona, Spain) and phosphate buffers from NH4H2PO4 (a.r., Merk). The pH value was
adjusted by the addition of NHs (Trace Select, Fluka). These solutions were filtered through a 0.22

MM membrane before use.

All the aqueous solutions were prepared with Milli Q Gradient A10 (Millipore, Molsheim,

France) water (18.2 MQ cm).

3. RESULTS AND DISCUSSION

The simultaneous separation of As(lll), As(V), DMA, MMA, Se(lV), Se(VI) and Cr(VI) using
microHPLC-ICP-MS was based on a previous work using an anion-exchange polymeric column
and conventional flows [7]. To this aim, flow rate and injection volume were properly adjusted to
the microbore column dimensions [16]. The chromatographic conditions are summarized in Table
1.

When the microHPLC system was used to separate the selected species remarkable non-
expected problems were encountered for some of them. Namely, MMA eluted with extreme
tailing and no peaks were obtained for As(lll), As(V) and Se(lV) species (Fig. 1). It can be pointed
out a slight baseline increment for the last three species. This behavior was attributed fo some
interactions additional to the anionic-exchange mechanism of the column, producing notable
peak broadening. However, DMA, Cr(VI) and Se(VI) (not shown in Fig. 1) were not affected by
this addifional mechanism and eluted from the column with a normal chromatographic peak,
similarly to those reported using conventional flows [7]. Therefore, this anomalous behavior should
arise from As(lll), As(V), Se(IV) and MMA species as well as the use of microHPLC-ICP-MS.

In order to characterize and solve this problem several strategies were carried out, as

shown below.
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3.1. Characterization of the additional interaction using microHPLC-ICP-MS$S

As described above, As(lll), As(V), Se(lV) and MMA showed severe peak broadening
among all the species injected through the microlLC system. Taking into account the main
retention mechanism — anion-exchange — and that all species are anions (with the exception of
As(lll), eluted near the dead volume), the additional interaction should be related with specific
differences in its chemical structure. For this reason, the predominant chemical forms of each
species under the eluent pH [17-19] were examined. As can be seen in Fig. 2, only As(lll), As(V),
Se(lV) and MMA maintain hydroxyl groups at pH 8.7. However, DMA, Se(VI) and Cr(VI), which
eluted with a suitable chromatographic peak, only contain ionized (deprotonated) hydroxyl
groups. Furthermore, in the case of MMA, a species containing hydroxyl groups, the chemical
form maintaining —OH is not predominant according fo the pH and pKa values. This is in good
agreement with the chromatographic behavior found (Fig. 1), since lower peak broadening was
obtained for MMA than for the rest of species suffering additional interaction: As(lll), As(V) and
Se(lV). Thus, the chromatographic problem seemed to be related with the presence of hydroxyl

groups in the analytes.

MMA

As(lll), As(V), Se(IV)

Signal (arbitrary units)

2 4 6 8 10 min
Figure 1. Anion exchange chromatogram observed after the injection of some arsenic and selenium species

using microHPLC-ICPMS. Only a slight baseline increment was noticed for As(lll), As(V) and Se(lV) species, and

MMA eluted with extreme tfailing.
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Main forms at pH 8.7
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: very active group
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Figure 2. Main molecular forms of each species at pH 8.7 according fo pKa values. Active -OH groups are
emphasized. Length of arrows indicate the predominant form in these conditions.
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To confirm this hypothesis, two experiments were carried out. In the first trial, the pH of the
eluent was raised and adjusted to 10 and a MMA standard was injected. As expected, this
compound eluted with a satisfactory chromatographic peak, i.e. without tailing. Since the pH
used was much higher than the corresponding pKa (pKa1 = 3.6 and pKa2 = 8.2), no —OH containing
form was predominant at such pH. Thus, no addifional interaction could take place under those
conditions. In the second test, the effect of a salt containing -OH groups was evaluated. A
mobile phase using hydrogen phosphate at pH 8.7 was prepared. Results did not show any
relevant peak broadening under those conditions. It seemed that the —OH groups of hydrogen
phosphate competed with the analyte containing —OH, masking the effect of the "active” sites

from the microHPLC.

Further studies were carried out to identify the origin of the problem observed. As stated
previously, all the species eluted appropriately using conventional flows. Therefore, a revision of
the differences between both separation systems is mandatory to identify the interaction source.
Both normal-bore and microbore columns are packed with the same material (DVB-PS with
ammonium quaternary groups as exchangeable sites). Hence, the secondary interaction cannot
be attributed to the stationary phase used. Anyway, the microbore column was connected to
the conventional LC system and, as expected, no tailing was observed. Therefore, the

responsible of the problem should be a component (non-inert) in the microLC system.

Opposite to the conventional LC system, microlLC is equipped with PFS capillaries. To
check its possible influence on the problem, several tests were carried out. First, changing only
PFS capillaries coming info contact with analytes (loop and valve to column capillaries) by PEEK
or steel tubing were not enough to avoid the problem. However, when all PFS capillaries were
replaced any addifional interaction was not observed, i.e. As(lll), As(V), MMA and Se(lV) eluted
with a typical chromatographic peak. This experiment confirmed the influence of PFS material in
the secondary inferaction. It seems that reactive degradation products of fused silica are
wrenched from any PFS capillary wall present in the microHPLC system, allowing a secondary

inferaction with -OH containing analytes on the column.

The pH of the mobile phase might be the reason for the fused silica degradation. A small
change in the mobile phase pH from 8.7 to 8.0 was sufficient to avoid peak broadening,
evidencing the relevance of pH in this problem. Fused silica is regarded as inert material since it
contains only siloxane bonds (Si-O-Si). Because 6 bonds in the Si-O-Si moiety are strengthened by
dr—pn interaction, both lone pairs of electrons on oxygen are involved in n interaction [20]. This
fact results in the inability of the siloxane moiety for donor-acceptor interaction. However, when

pH is increased, although slightly, over 8.5 the basic hydrolysis of silica takes place, silanol groups
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are generated and the surface becomes active. Confrary to siloxane, silanol groups are
considered as strong adsorption sites and may confribute significantly fo solute retention.
Nevertheless, the activation of innerwall of PFS capillaries through basic hydrolysis is not enough
to produce the additional interaction. Individual injections of the species through the microlLC
system without the column showed no peak broadening. Taken intfo account all the experiments
achieved (Table 2), when a pH higher than 8.5 is used, reactive degradation products of fused
silica containing silanol groups are delivered from the PFS capillaries. These degradation products

reach the column where it interacts both with stationary phase and -OH containing analytes.

Finally, an explanation of the additional interaction mechanism is hypothesized. We have
not found any paper in the literature which describes the adsorption or reactivity of silanol groups
in anionic-exchange LC. Nevertheless, many articles explain the effect of free silanols over silica
supports for reversed-phase columns [20]. Hence, the mechanism we propose in this article must
be based on the activity of silanol groups in reversed phase. It is well known that non-fully
encapped silica-based materials may present severe peak tailing in the chromatography of
basic compounds [20]. This is due to the potential interactions between underivatized silanols and
tertiary amine molecules, i.e. ion exchange and hydrogen bonding, additionally to the main
hydrophobic interactions. Confrary to tertiary amines, species separated in the present work,
As(lll), As(V), MMA and Se(lV), do not contain positive charges. Therefore, among the
aforementioned mechanisms hydrogen bonding is the only interaction that may take place

between silanols and those —OH containing analytes.

On the other hand, it is known that different types of silanol groups (vicinal, geminal or
isolated) with different acidity can exists in the silica surface [21] and that pKa values of around 7
are estimated for underivatized silica [22]. The degradation products of PFS capillaries (with
unknown molecular structure) should shown silanol groups with similar chemical activity and
acidic properties. Consequently, at pH 8.7 the silanol reaching the column must exist in ionized
form. Taken this info account, the mechanism seems to consist in the interaction between the
lone pairs of electrons on oxygen of ionized silanols with the hydrogen of —-OH containing analytes
(Fig. 3). The hydrogen atom (the positive part of the dipole H-O- in the analyte molecule) is
aftracted by the negatively charged oxygen of the ionized silanol. Additionally, an electrostatic
interaction must take place between the ammonium quaternary groups of the column and the
ionized silanols, which are strongly retained on there. The consequence is that silanol groups
retained on the column operate like a complementary stationary phase. As a result, —-OH
containing analytes retention depends on both anion-exchange mechanism of the column and

dipole interaction with silanols.
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Suggested mechanism of additional interaction
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Figure 3. Schematic presentation of the hypothesized mechanism for the additional interaction.

A similar interaction is described by El Tayar et al. in the determination of monosubstituted
benzenes using silica-based reversed-phase columns [23]. In this case, the unexpected retention
of solutes containing hydrogen-bond accepting substituents is due to the formation of strong
hydrogen bonds with the free silanol groups. Opposite to this, in the present work, ionized silanols
cannot show hydrogen-bond donor capability. For this reason, no hydrogen bonding between

silanol and lone pairs of electrons on oxygen of analytes was observed.

3.2. Strategies to avoid additional interactions

After characterizing the problem, different solutions were tested for the simultaneous
determination of As(lll), As(V), DMA, MMA, Se(IV), Se(VI) and Cr(VI) using microHPLC-ICP-MS.

First, all the PFS capillaries were replaced by PEEK ones to avoid that ionized silanol
groups reached the column. No changes in the mobile phase were required and thus,
ammonium nitrate at pH 8.7 was used. Gradient conditions applied are summarized in Table 1
(program 1). As can be seen in Fig. 4a, the baseline separation of all the species were achieved

without any extreme peak broadening in less than 11 min.
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Figure. 4. Opftimized anion-exchange separation of each species using different experimental conditions.

MicroHPLC-ICP-MS chromatograms obtained after standard solution injection of 50 ug L' as As, Se, or Cr of

each species. (a) Mobile phase based on ammonium nitrate at pH 8.7 Substitution of PFS capillaries by PEEK.

(b) Mobile phase based on ammonium nitrate at pH 8.0. PFS capillaries used. (c) Mobile phase based on a
mixture of NH4H2PO4 and NH4NOs at pH 8.7. PFS capillaries used.
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In a second test, PFS capillaries were used but the pH of the mobile phase was lowered
fo 8.0. Under such circumstances, the basic hydrolysis of siloxane groups could not take place. At
that value, some changes in the mobile phase composition and gradient program were carried
out to avoid the overlapping of DMA and MMA peaks and an excessively high elution time for
the more retained species. Table 1 (program 2) shows the opfimum separation condifions.
Although retention time for the latterly eluted analytes were higher than the corresponding at pH

8.7, the separation of all the species was achieved in less than 14 min (Fig. 4b).

The last solution consisted in the addition of NH4H2PO4 to the mobile phase. As —OH
groups of this salt masks the effect of ionized silanol groups generated from PFS capillaries at pH
8.7, secondary interactions were not observed. However, Cr(VI) cannot be eluted with a mobile
phase containing NH4H2PO4 [6]. Therefore, a gradient based on a mixture of NHsH2PO4 and
NH4sNO3 was used. Under these conditions, 13 min were needed to achieve good baseline
separation (Fig. 4c). The optimum mobile phases composition and gradient are shown in Table 1
(program 3). It has to be remarked that notable increment of the m/z 53 baseline at 11 min was
obtained under these conditions, which might hamper the determination of Cr(VI) at low
concenftrations (below 1 pbb). On the contrary, the addition of NH4sH2PO4 led to better peak
shapes for As(lll), As(V) and Se(lV). Anyway, a more detailed characterization is required, so the

effect of NH4H2PO4 and NH4NOs at different pH and composition is currently under study.

Once the problem described in this paper has been solved, present research is focused
on developing an analytical method for trace speciation of As, Se and Cr species taking profit of
the improved analytical characteristics observed from the use of microHPLC, specially better

efficiency separation, shorter analysis time and lower limits of detection.

4. CONCLUSIONS

PEEK covered fused silica, the best material to build capillaries with suitable features
(ruggedness, low tendency to clog) for a microLC system can pose some drawbacks when used
in a separation method. Mobile phase pH is critical, as at pH value of 8.7, slightly higher than its
limit of stability, fused silica is hydrolyzed and dissolution products can, finally, reach the column.
These products, containing ionized silanol groups, are retained in the analytical anion-exchange
column and generate secondary interactions additional to the main one, ionic exchange. Under
these circumstances, chemical species containing hydroxyl groups, stable at the working pH,
such as those studied in the present work — As(lll), As(V), MMA and Se(lV) — can suffer these

additional interactions leading to severe peak taiing or even to the absence of
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chromatographic peak. Hence, the possible influence of PFS capillaries must be taken info

account in speciation studies involving the use of mobile phases pH above 8.5.

A mechanism based on hydrogen bonding has been proposed for the secondary
interaction. This interaction can be eliminated by replacing the PFS capillaries by PEEK ones,
lowering pH to a value where no basic hydrolysis of silica occurs, or infroducing a “*masking”
agent, such as hydrogen phosphate, in the mobile phase. The three mentioned solutions have
been tested and found as suitable in the present work. Notably, the last approach seems an
interesting and promising way to improve chromatographic peak shape of most analytes
studied.
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2.3. POTENCIAL DE LAS COLUMNAS MICROBORE ACOPLADAS A ICP-MS
EN ESPECIACION DE As Y Se

En aguas naturales, el arsénico se encuenira predominantemente como
arsenito y arseniato, mientras que las formas metiladas DMA y MMA, menos téxicas, son
generadas por microorganismos en medio oxidante.! El selenio, esencial para el
organismo a bajas concentraciones pero téxico a elevadas, se encuentra en las aguas
naturales fundamentalmente como Se(lV) y Se(VI).2 Ademds, la prevencidén quimica
del cancer estd asociada a las sales inorgdnicas de selenio, selenoaminodcidos y otros
compuestos  organoselénicos, de aqui la importancia en determinarlos
conjuntamente 34 El ICP-MS, dada su capacidad mulfielemental es el detector idoneo
para este andlisis, a pesar de que su acoplamiento con la cromatografia liquida no
estd exento de problemas. La introduccion de elevadas cantidades de disolventes
orgdnicos y sales al plasma, necesarias para separar los distinfos compuestos,
producen efectos depresores de la senal.t El uso de sistemas de bajo flujo, columnas
de 0521 mm de didmetro interno (microbore) conjuntamente con
micronebulizadores, puede reducir dichos efectos. El aerosol generado, mdas fino y
menos disperso, presenta mayor eficiencia de fransporte de masa y desolvatacion,
cosa gue se fraduce en una mejora significativa de la sensibilidad.” Por ofra parte, las
columnas microbore deberian proporcionar mayor eficiencia de separacién
cromatogrdfica que las convencionales, permitiendo determinaciones mas répidas y
exactas.8 Sin embargo, son mucho mds susceptibles a sufrir dispersion del volumen de
muestra, cosa que provoca grandes ensanchamientos de los picos cromatograficos,
por lo que su uso requiere una reduccidn exhaustiva de todas las conexiones del
sistema.? Es posiblemente por este inconveniente que el nUmero de publicaciones que
describen la utilizacién de microcolumnas sea tan limitado,'® dando lugar en muchos

casos a resultados poco satisfactorios.11.12

En el presente trabagjo se han explorado las ventajas, inconvenientes y
limitaciones del acoplamiento microHPLC-ICP-MS, aclarando las confroversias que
existian sobre su potencial real. Para realizar esta caracterizacién, se desarrolld un

método para la determinacion simultdnea de los compuestos de As y Se comentados
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anteriormente, una vez resuelto el problema de las interacciones adicionales descritas

en el articulo cientifico 1.

La reduccién del volumen extracolumna, tal y como se esperaba, es
imprescindible para no comprometer la adecuada resolucion de los picos
cromatogrdficos. Pero, a pesar que este ensanchamiento se atribuia a las conexiones
del HPLC, el capilar acoplado al micronebulizador resultd ser clave. Después de
caracterizar distintos sistemas de nebulizacién, el uso de un micronebulizador HEN-100

con un capilar de Teflén de 250 mm x 0.10 mm proporciond los mejores resultados.

Las fases moviles han demostrado tener una gran influencia en la correcta
elucién de los picos, pudiendo comprometer también la resolucién cromatogrdfica. La

mejor opcion resultéd ser un gradiente de NH4NO3 y NH4H2PO4 a pH 8.3.

La reduccion del didmetro interno de las columnas cromatogrdficas,
contrariamente a lo que se afirma en algunos frabajos,13 no comporta ninguna mejora
en la eficiencia de la separacién. Cuando se adapta un método desarrollado para
columnas convencionales a columnas microbore se debe seleccionar la misma
velocidad lineal de la fase mdvil, lo que supone mantener constante la siguiente

expresion:14
constante =F /L -dc? (1)

siendo F el flujo cromatogrdfico, L la longitud de la columna y dc el didmetro de la
columna. De este modo, la reduccidn del didmetro interno debe ir acompanada de
una disminucidén proporcional del flujo cromatogrdfico, para conseguir una separacién
equivalente a la obtenida con una columna convencional de la misma longitud. Por
otro lado, hay que tener en cuenta que la cantidad de muestra inyectada depende
del volumen de la columna. Al reducir el didmetro interno disminuye también la
cantidad de fase estacionaria disponible para interaccionar con los analitos, por lo
gue se debe mantener constante la relacion entre el volumen de muestra y el de la
columna. Esto se traduce en una misma banda de analito a lo largo de la columna
que, en caso de estar empaquetada con el mismo tamano de particula, experimenta

los mismos procesos de dispersién, dando lugar a idénticas anchuras de pico. Por
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consiguiente, la reduccion del didmetro interno no supone un incremento en el

nUumero de platos tedricos ni en la concentracién relativa de los picos.

Por el contrario, de acuerdo con la ecuacion de van Deemter, el menor
tamano de particula con el que suelen estar empaguetadas las columnas microbore si
debe proporcionar mejores eficiencias. Este punto se verificd comparando la columna
microbore ufilizada en el presente trabajo (PRP-X100 150 mm x 1 mm, 3 um) con una
del mismo tipo convencional (PRP-X100 250 mm x 4.1 mm, 10 ym). Los resultados
mostraron aproximadamente el doble de eficiencia para la columna microbore, tal y
como cabia esperar, teniendo en cuenta la diferente longitud entre ambas. La
correspondiente mejora en la resoluciéon hizo posible aumentar la velocidad lineal de

la fase mévil, reduciendo el tiempo de andlisis a menos de 5 minutos.

La metodologia desarrollada se validé satisfactoriamente para agua residual
depurada y no depurada, obteniendo limites de deteccién en el rango de 0.03-0.04
Mg L' para los compuestos de arsénico y de 0.35 ug L' para los de selenio. En el caso
del MMA se observd una pequena contribucidn de la interferencia poliatémica
“ArsSCIl+ debido a la presencia de cloruro en la matriz, por lo que se tuvo que utilizar
una ecuacién de correccidn. Por este motivo, el LOD para el MMA dependerd

notablemente del contenido salino en las muestras.

En definitiva, se puede afirmar que el uso del acoplamiento microHPLC-ICP-MS
en especiacion de As y Se permite disminuir de manera significativa el tiempo de
andlisis y el consumo de muestra y fase maévil sin sacrificar la sensibilidad ni la resolucién

de los picos cromatogrdficos.
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1. Introduction

Trace arsenic and selenium speciation analysis are normally
performed by HPLC-ICP-MS coupling [1-3]. In natural waters,
arsenic exists predominantly in inorganic forms (arsenite and arse-
nate), while the methylated less toxic metabolites dimethylarsinic
(DMA) and monomethylarsonic (MMA) are generated by microor-
ganisms under oxidizing conditions [2,4]. Selenium, an essential
nutrient for humans at low concentration but a toxin at higher
concentration, is mostly found in natural waters as selenite (SelV)
and selenate (SeVI) [3,5]. Furthermore, cancer chemoprevention
has been associated with inorganic selenium salts, selenoamino
acids and other organoselenium compounds. A reason for the
simultaneous speciation of both elements can be found in the
counteraction of its toxic effects [4]. Several methods have been
reported to this end, taken profit of the ICP-MS multielemental
capability [5-7]. A known problem of this coupling is the intro-
duction of large amounts of solvents and salts into the plasma
that can cause detrimental effects in the signal [2,3,8]. Using low
flow systems - microbore columns together with low flow nebu-
lizers - seems the choice to solve such a problem. Micronebulizers
yield a finer and less dispersed aerosol and show higher mass
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transport efficiencies. When used in conjunction with cooled spray
chambers, that reduces vapor pressure [9] as well as background
noise, provides sensitivities suitable for ultratrace determinations
[8-11].

Microbore columns are usually packed with smaller particles
than the corresponding normal-bore ones, providing higher effi-
ciency. Consequently, greater resolving power and lower detection
limits can be expected [12]. In addition, the smaller particles are
often packed in shorter columns to achieve faster analysis times
but sacrificing separation efficiency.

On the other hand, since low flow separations are more sensi-
tive to sample volume dispersion, special care must be taken into
account with the dead volume as well as the robustness of the sys-
tem [9,13]. Thus, to reach full capabilities of microbore columns, LC
systems with reduced dead volume and optimized flow geometries
of all connection capillaries are required.

In spite of the aforementioned advantages, the number of pub-
lished papers in the literature for any application using microbore
columns remains limited [11,14]. The aim of this work is to explore
the capabilities of microHPLC-ICP-MS in trace speciation analysis.
To test those capabilities, a method for the simultaneous determi-
nation of arsenite, arsenate, monomethylarsonic, dimethylarsinic,
selenite and selenate in water using an anionic exchange micro-
bore column is optimized and validated. Effect of extracolumn band
broadening is studied and a rough comparison with conventional
chromatographic methods is conducted. Potential application of
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ABSTRACT

The performance of microHPLC-microconcentric nebulizer-inductively coupled plasma-
mass spectrometry (ICP-MS) coupling for the simultaneous determination of As(lll), As(V),
monomethylarsenic acid (MMA), dimethylarsinic acid (DMA), selenite (SelV) and selenate (SeVl)
in water was evaluated. The accurate reduction of the off-column dead volume, specially the
capillary of the micronebulizer, as well as the optimization of chromatographic conditions led to
the claimed advantages expected for microbore columns: a significant diminutfion of sample
and solvent consumption without sacrificing sensitivity and the overall resolution in faster analysis
time (less than 5 min). Detection limits are in the range 0.03-0.04 pg L' for arsenic species and
0.35 ug L' for selenium species. The developed method was validated by analysing different
spiked environmental water samples. Linearity, tested up to 50 pg L', showed correlation
coefficients above 0.999 and no matrix effect for high saline water samples. Good accuracy and

repeatability was obtained for spiked influent and effluent water tfreatment plant.
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1. INTRODUCTION

Trace arsenic and selenium speciation analysis are normally performed by HPLC-CP-MS
coupling [1-3]. In natural waters, arsenic exists predominantly in inorganic forms (arsenite and
arsenate), while the methylated less toxic metabolites dimethylarsinic (DMA) and
monomethylarsonic (MMA) are generated by microorganisms under oxidizing conditions [2,4].
Selenium, an essential nutrient for humans at low concentration but a toxin at higher
concentration, is mostly found in natural waters as selenite (SelV) and selenate (SeVl) [3,5].
Furthermore, cancer chemoprevention has been associated with inorganic selenium salts,
selenoamino acids and other organoselenium compounds. A reason for the simultaneous
speciation of both elements can be found in the counteraction of its toxic effects [4]. Several
methods have been reported to this end, taken profit of the ICP-MS multielemental capability [5—
71. A known problem of this coupling is the infroduction of large amounts of solvents and salts into
the plasma that can cause detrimental effects in the signal [2,3,8]. Using low flow systems —
microbore columns together with low flow nebulizers — seems the choice to solve such a problem.
Micronebulizers yield a finer and less dispersed aerosol and show higher mass fransport
efficiencies. When used in conjunction with cooled spray chambers, that reduces vapor pressure

[?] as well as background noise, provides sensitivities suitable for ultratrace determinations [8-11].

Microbore columns are usually packed with smaller particles than the corresponding
normal-bore ones, providing higher efficiency. Consequently, greater resolving power and lower
detection limits can be expected [12]. In addition, the smaller particles are often packed in

shorter columns to achieve faster analysis times but sacrificing separation efficiency.

On the other hand, since low flow separations are more sensitive to sample volume
dispersion, special care must be taken info account with the dead volume as well as the
robustness of the system [9,13]. Thus, to reach full capabilities of microbore columns, LC systems
with reduced dead volume and optimized flow geometries of all connection capillaries are

required.

In spite of the aforementioned advantages, the number of published papers in the
literature for any application using microbore columns remains limited [11,14]. The aim of this work
is to explore the capabilities of microHPLC-ICP-MS in trace speciation analysis. To test those
capabilities, a method for the simultaneous determination of arsenite, arsenate,
monomethylarsonic, dimethylarsinic, selenite and selenate in water using an anionic exchange
microbore column is optimized and validated. Effect of extracolumn band broadening is studied

and a rough comparison with conventional chromatographic methods is conducted. Potential
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application of the method developed has been assessed through spiked influent and effluent

water treatment plant analysis.

2. EXPERIMENTAL

2.1. Instrumentation

The microHPLC system consisted of an Agilent 1100 Series (Agilent, Waldbronn, Germany)
binary pump and auto injector with a programmable sample loop (20 yL maximum). The
separations were performed on a PRP-X100 (Hamilton, Reno, NV, USA) anion exchange column

(150 mm x 1 mm, 3 um).

The microbore column was connected directly fo a Micromist nebulizer and a high-
efficiency nebulizer (HEN) using its own capillary (480 mm x 0.25 mm and 480 mm x 0.10 mm,
respectively). An HP 4500 ICP-MS (Yokogawa Analytical Systems, Tokyo, Japan) was used in this
work. For microHPLC-ICP-MS data acquisition, the “fime resolved analysis” mode was used with 1
s of infegration time per mass. Measurement masses selected were: m/z 75 for arsenic and 77 for

selenium. Operational condifions are summarized in Table 1.

For tuning of ICP-MS, a solution containing 10 ug L' of As and Se made up in double
deionised water filtered through 0.22 um was monitored at m/z 75 and 77; the ion intensity was

optimized. Then, resolution and mass axis were also optimized.

2.2. Standards and reagents

NaAsO2 (analyfical reagent, aur.), NaHAsO47H20  (ar.), Na(CHs)2AsO23H20
(Biochemika), Na2SeO3-5H20 (Chemika) and Na2SeOs (Chemika) were from Fluka (Buchs,
Switzerland) and Na2CH3AsO36H20O (a.r.) was delivered by Carlo Erba (Milano, Italy). Stock
solutions of arsenic and selenium containing about 1000 mg L' As, Se were prepared in water
and maintained at 4 °C. Appropriate dilutions of the stock solution were prepared daily, by

weight, using double deionised water to obtain the required concentration.

The mobile phases used ammonium nitrate buffers prepared from NH4NO3 (a.r., Scharlau,
Barcelona, Spain) and phosphate buffers from NHsH2PO4 (a.r., Merk). The pH value was adjusted
by the addition of NHs (Trace Select, Fluka). These solufions were filtered through a 0.22 ym

membrane before use.

All the aqueous solutions were prepared with Milli Q Gradient A10 (Millipore, Molsheim,

France) water (18.2 MQ cm).
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Table 1. Optimized operational conditions and gradient programme for microHPLC-ICP-MS

ICPMS HP 4500
Forward power 1330 W
Plasma gas flow Ar, 15 L min!
Auxiliary gas flow Ar, 1 L min?!
Carrier gas flow Ar, 0.73 L min-!
Mcake up gas flow Ar, 0.41 L min-!
Sample depth 5.7 mm
Monitoring masses m/z=75,77

Acquisition mode
Integration time/mass
Electron multiplier

Spray chamber

microHPLC system

Time resolve analysis
1s

- 1800V

2°C

Capillary HP1100

Column Hamilton PRP-X100 (150 x T mm, 3 ym)
Flow-rate 100 pL min-!
Injected volume 15 uL
Gradient programme
Time (min)
0 0.49 0.5 1.49 1.5 3.99 4
% A 100 100 25 25 0 0 100
% B 0 0 75 75 100 100 0

A: 5 MM NH4NOs3, T mM NH4H2PO4, pH 8.3 with ammonia
B: 80 mM NH4NO3 pH 8.3 with ammonia

Mobile phase
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2.3. Method development

In a first stage, the contribution of the nebulization step to the dead volume was
evaluated. To this end, flow injection acquisition (FIA) of 50 ug L=' of arsenite were conducted
employing the Micromist as well as HEN micronebulizers and the corresponding peak widths were
compared. Then, an accurate optimization of the mobile phase composition, pH, flow rate,
chromatographic gradient and injection volume were carried out. Afterwards, the 40ArRSCIH
interference on MMA peak was corrected by monitoring of 4Ar8’Cl*, which gave a
chromatographic peak which did not affected selenium speciation. Concentrations of chloride
varying between 1 and 1000 mg L' were injected to check the suitability of the polyatomic

interference correction applied.

2.4. Method validation

Linearity was tested in the concentration range 0.1-50 pyg L' for arsenic and selenium
species. Possible matrix effects on the calibration were estimated by the standard additions
method for a surface water sample with high saline content. Accuracy and precision (n = 5) of
the method were assessed through the analysis of influent and effluent water treatment plant
from the Castellé province, containing around 100 mg L=! of chloride, spiked at two levels: low
concentration, 0.2 ug L' (as As) of each arsenic species and 1 ug L' (as Se) of each selenium
species; high concentration, 2 ug L' (as As) and 10 ug L' (as Se). Repeatability of the method
was evaluated by the coefficient of variation (CV) of the accuracy experiments. The detection
limit, defined as three times the baseline fluctuations, was determined in an effluent water
freatment plant containing As(lll), 0.33 ug L% As(V) 0.69 ug L™'; Se(VI) 1.3 pg L71; and spiked with
DMA, 0.20 ug L1 MMA, 0.20 ug L™'; and Se(lV), 1.0 ug L. The chloride concentration was about
50 mg L.

Spiked solutions were prepared daily diluting, by weight, the appropriate amount of
arsenic and selenium standards of 100 mg L™ in water from a treatment plant filtered through a

0.22 um pore diameter membrane.

2.5. Recommended procedure

A 15 uL aliquot of water sample filtered through 0.22 um pore diameter membrane is
directly injected into the microHPLC-ICPMS system. Anion exchange separation is carried out
with a 150 mm length microbore column (1 mm I.D., 3 um) by gradient elution (Table 1) using two
mobile phases: A (5 mM NH4NO3, T mM NH4H2PO4, pH 8.3) and B (80 mM NH4NO3, pH 8.3) at a

flow rate of 100 yL min-1. Previously the column is conditioned by pumping solution A. Under these
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conditions, the separation of As(lll), DMA, MMA, As(V), Se(IV) and Se(VI) takes place in around 5
min including the re-equilibration of the column. The outlet of the LC system is coupled to the ICP-
MS through HEN nebulizer via Teflon capillary tubing (0.10 mm I.D.). In order to correct accurately
the 4Ar3SCl interference on MMA peak, correction factor between 4Ar35Cl and 4Ar3’Cl peak

areas should be daily calculated by injecting a 100 mg L' chloride solution.

3. RESULTS AND DISCUSSION

In order to take full advantage of microHPLC-ICP-MS coupling, exfracolumn band
broadening has been identified and minimized. Also, the chromatographic separation has been
optimized in order to get the highest efficiency together with the minimum plasma disturbance
and, consequently, the maximum sensitivity. Mobile phase composition, pH, flow rate and
injection volume were evaluated in order to achieve the maximum sensitivity, reproducibility and

resolution with minimum analysis time.

3.1. Influence of the nebulizer capillary dead volume on the chromatographic

separation

Coupling the microbore column through a micronebulizer is mandatory because of the
low analyte fransport efficiencies and high dead volumes of the classical ones. In spite of direct
injection nebulizers offers 100% analyte transport efficiency, Micromist and HEN pneumatic
nebulizers are usually employed [15,16]. The last ones are connected to a spray chamber which
only permits the introduction of the finest droplets corresponding to the tertiary aerosol,
generating less plasma perturbation and noise [17]. For this reason, Micromist and HEN were the

micronebulizers tested in the proposed method.

To compare both micronebulizers, the following FIA experiment was carried out: 5 pL
solution, containing 50 ug L' of As(lll), was injected directly to the ICP-MS through the different
micronebulizers at a flow rate of 50 yL min='. When Micromist was used retention time (tr) and full
width at half maximum (Wi,2) higher than HEN were obtained (fr = 43.2 s and W12 = 14 s versus 1r
=21.6 s and W12 = 10 s). As it was previously reported by Sun et al. [18], it seemed that the long
dead volume associated to the Micromist fransfer line detfrimentally affect the shape of the
resultant peak, leading to a loss of peak efficiency. In order to evaluate more accurately such
effect, capillary nebulizer dead volumes corresponding to both nebulizers were calculated.
Micromist was assembled with a 480 mm x 0.25 mm capillary, generating a dead volume of 23.6
hL. On the other hand, the dead volume associated to the transfer line of HEN (480 mm x 0.10

mm) was 3.76 uL. Assuming that the extracolumn volume should not exceed a 2% of the column
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dead volume (estimated as 94 pL for the microbore column used), the maximum value for
connection capillaries should be 1.88 uL. Because Micromist capillary dead volume was
significantly higher than the recommended one, considerable peak broadening was obtained.
Confrarily, HEN capillary only exceed slightly it and thus better peak shapes could be achieved.
In addifion, volume dispersion in capillaries reduces with the sixth power of the diameter [19],
which also contributed to the better results using HEN. When the capillary length was minimized to
250 mm, a dead volume of 1.18 L, smaller than the maximum one recommended, was attained.
Therefore, in subsequent experiments the outlet of the LC system was coupled to the ICP-MS

through HEN nebulizer via (250 mm x 0.10 mm) Teflon capillary tubing.

3.2. Optimization of the chromatographic separation

For these experiments, mixed standard solutions containing As(lll), As(V), MMA, DMA (50
Mg LT as As) and Se(lV), Se(VI) (50 ug L' as Se) were injected into the anion-exchange microbore

column (150 mm x 1 mm, 3 um).

Firstly, a gradient based on NHsNO3 were examined. Although completely resolution of alll
the species were achieved, results were not completely satisfactory because peak tailing was
noticed for As(lll), As(V) and Se(lV), which can hamper their quantification. Since a previous work
showed that the addition of NH4H2PO4 to the mobile phase led to better peak shapes for the
above mentioned species [20], a mixture of NHsH2PO4 and NH4NO3 was used. As it was expected,
a notable improvement of peak shapes was achieved. The best results were attained using a
gradient of 5§ mM NH4NO3 pH 8.3, T mM NH4H2PO4 and 80 mM NH4NO3 pH 8.3 (Table 1), with a

total analysis time of 5 min (Fig. 1).

It has to be remarked that chromatographic separation strongly depends on pH. As can
be seen in Fig. 2, DMA and MMA separation was only accomplished at the lower and higher pH
values studied, which is a consequence of the deprotonation degree of such species. In
addition, a diminution of DMA, MMA and As(V) peak widths was also noticed when pH increased
(clearly seen at pH 8.4). Confrary to this, As(lll) tailing increased at high pH, which hampered
slightly its quantification. According to this, pH 8.3 was chosen as a compromise between good

peak resolution and small peak width for the six species studied.

Therefore, both the addition of NH4H2PO4 to the mobile phase and the appropriate
selection of pH demonstrated to be a key factor to take profit the potential efficiency of the

microbore column used.
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Figure 1. Anion-exchange microHPLC-ICP-MS chromatogram of a standard solution containing 50 pg L' as As
or Se for each species using mobile phases based on a mixture of NH4H2PO. and NH4NOs. Peak identification:
(1) As(lll), (2) DMA, (3) MMA, (4) Se(IV), (5) As(V), (6) Se(VI).

3.3. Correction of 9Ar3sCl*+ spectral interference

When samples containing high concentration of chloride were injected under the
optimized chromatographic conditions, partial overlapping between the 4Ar33Cl* interference
and MMA peaks was noticed, precluding the determination of MMA at low concentration. Since
signal due to chloride elution was also detected at m/z 77 (*0Ar3CI*), which was not overlapped
with any selenium peak, the application of correction equations was evaluated in order to

overcome “ArSCI+ contribution.

In a first experiment, 9ARSCI* and 4°Ar’Cl+ signal ratio was measured for different
interferent concentrations. To this end, solutions of NaCl with chloride concentrations up to 1000
mg L= were injected. The interference was not observed at concentrations below 50 mg L-!. The
instrumentally measured ratio of 9ArSCI+ and 4°Ar¥’Cl* showed a constant value of 2.70 (Table 2),
which it was different to the ratio (3.13) of the natural abundances of the chlorine ions. Therefore,

the correction was applied using the experimental ratio of the polyatomic ions to minimize errors.
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Figure 2. Effect of pH on chromatographic separation using mobile phases based on NH4H2PO4s and NH4NO3
and the gradient programme (see text) for standard solutions containing 50 pg L' as As or Se of each species.
Peak identification: (1) As(lll), (2) DMA, (3) MMA, (4) Se(IV). (5) As(V), () Se(VI).

According to this, the following expression was applied for an appropriate quantification
of MMA peak:

Area (MMA)corrected = Ared (MMA)measured —Ared (“OAr¥’Cl*)measurea X CF (1)

where CF is the correction factor, signal (*0Ar3>ClI*)/signal (OArS’ClI*), calculated daily by injecting

an interference check solution containing the interferent, but no analyte.

To explore the suitability of such correction, a real water sample containing around 100
mg L' chloride was spiked with concentrations of MMA ranging from 50 to 500 ng L. Results
shown in Table 2 demonstrate a satisfactory correlation between prepared and calculated
concenfration. Also, a minimum MMA concenfration of 100 ng L=! which could be discriminated

from 40Ar35Cl* interference is revealed.
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3.4. Analytical performance characteristics

As a first step, the linearity and matrix effects were checked. Correlation coefficients
higher than 0.999 for arsenic and selenium species and minor matrix effects (differences lower
than 5%) were obtained (Table 3). Therefore, the analysis of surface water can be performed by

external calibration.

Results obtained for accuracy and precision are shownin Table 4. Satisfactory recoveries

(ranging from 89 to 106%) and CV values below 9% was obtained in the spiked matrix.

The calculated LODs were <0.05 pg L' for arsenic species and 0.35 ug L' for both
selenium species. It should be remarked that the detection limit of MMA depends on the amount
of chloride of the sample. Because of the overlapping between MMA and 4°Ar35C| peaks, the
higher chloride water content the higher imprecision in the concentration calculated through
correction equation. Since the real water sample used to determine the LODs contained a low
amount of chloride, the 49Ar35Cl peak hardly affected MMA determination and a small detection
limit (0.026 pg L71) could be achieved.

Table 3. Calibration curves corresponding to aqueous external standards and standard addifions
method for surface water sample with high chloride content. The concentratfion range examined

was 0.1-50 pg L' for each species

External calibration Standard additions
Slope (counts L ug') Slope (counts L ug') Slope deviation (%)
As(IlN) 24946 26165 4.9
DMA 26441 26988 2.1
MMA 25317 26343 4.1
As(V) 26119 27131 3.9
Se(lv) 13471 13876 3.0
Se(Vl) 12775 13200 3.3

3.5. Comparison with previously reported methods

Although many arsenic speciation methods based on liquid chromatography coupled to
ICP-MS are reported, very few led the simultaneous separation of arsenic and selenium species.
Furthermore, the use of microbore columns is even scarcer and we have not found any recent
work in the literature which employs these columns to this end. A summary of analytical features

from some selected papers, regarded as representative, are shown in Table 5. Traditionally, better
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Table 4. Accuracy and precision of the microHPLC-ICP-MS procedure obtained in spiked water

samples
Recovery and CV (%) (n = 5)
Species EffluenT water treatment plant Inf[uenf water freatment plant
High leveld Low levelp High level Low level
As(ll) 95(3.2) 91(0.9) 90(4.1) 95(0.4)
DMA 105(0.3) 106(5.6) 105(0.7) 98(4.2)
MMA 89(1.5) 95(2.9) 98(3.7) 89(3.1)
As(V) 95(0.1) 94(4.5) 102(5.6) 95(0.2)
Se(lV) 102(1.6) 97(8.9) 95(3.4) 93(1.6)
Se(Vl) 105(2.8) 91(4.7) 99(3.6) 89(1.3)

aAs(lll), DMA, MMA, As(V) 2 ug L' Se(IV), Se(VI) 10 pg L.
bAs(lll), DMA, MMA, As(V) 0.2 ug L'; Se(1V), Se(VI) 1 pg L.

detection limits have been achieved using HPLC-ICP-MS. While microHPLC-ICP-MS led to LOD's
above 0.1 yg L' for arsenic and 4 pyg L' for selenium species [18,24,25], LODs lower than or near
to 0.1 yg L7! for arsenic and around 1 ug L' for selenium species were obtained for HPLC-CP-MS
[5,21-23]. However, the present work demonstrates that the use of a high efficiency nebulizer
within the appropriate diminution of the off-column dead volume and the optimization of the
chromatographic separation led to detection limits as low as HPLC-ICP-MS: below 0.04 ug L' for
arsenic species and still better for selenium ones (0.35 ug L'). For a proper interpretation, injection
volume together with flow rate should be taken into account. The usual values for conventional
HPLC are 100 yL and 1 mL min~!, while 5 yL and 50 yL min~! are the recommended ones using
microbore HPLC (15 uL and 100 yL min=" in this work). The problem due to lower mass infroduced
to the ICP-MS (a mass-flow sensitive detector) can be overcome with the use of high efficiency
nebulizers, which show better mass transport in the nebulization step. However, as reported in the
present work, an accurated optimization of that stage should be carried out to get sensitivities as

high as those from conventional nebulizers.

On the other hand, Table 5 shows the real advantage of an accurately optimized
microHPLC-ICP-MS method: the total analysis fime for the determination of the six species under
study. Namely, a minimum of 14 min were needed to separate all arsenic and selenium species
through a normal-bore column, while the time was reduced to around 5 min with a microbore
one. This fact, together with the lower flow rate used, led to a much lesser consumption of
solvents and time when a large batch of samples should analysed. In addition, minor sample size

is needed, which is specially important for sample limited analysis.
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The main characteristic of microbore columns is their smaller internal diameter (0.5-2.1
mm) over conventional columns (3.9-5 mm). The theoretical benefits expected with the
reduction of the internal diameter are listed in a review from Garraud et al. [11]: less solvent and
sample consumption, greater efficiencies and increased mass sensitivity. This is however a
controversial question. In a classical paper, Karlsson and Novotny [26] show that a reduction of
inner diameter lowers plate-height when working with three capillary columns (I.D. ranged from
265 to 44 um). Lee and co-workers [27] found that a 100 uym I.D. column demonstrated
approximately 40% lower efficiency but 10-fold higher sensitivity than the 29 um 1.D. column. In a
recent paper, Wilson and co-workers [14] found no significant differences in efficiency for
columns of 2.1 and 1 mm I.D., but an increase in sensitivity with respect to the conventional
column (I.D. 4.6 mm). However, the increased sensitivity could be attributed to the optimization of
the detector system used (electrospray ionisation-mass spectrometry). On the other hand, no
improvement of chromatographic resolution, peak width or sensitivity is noticed by Hann and co-

workers [28] when working with 2.1, 1 and 0.32 mm [.D. columns.

To clarify the apparent controversial finding, an accurate explanation about the different
operating conditions of both columns is required. When changing to microbore columns, in order
to achieve equivalent gradient conditions —-comparable chromatographic conditions—, the follow

expression must be held constant [29]:

constant =

C

where F is the flow rate, L is the column length and dc is the column diameter. Therefore, in the
case of a microbore column with identical column length that the conventional one, the
diminution of the flow rate should be proportional to the reduction of the square of the internal
diameter. In order words, when the flow rate is adapted according to Eg. (2), no change in the
linear velocity of the mobile phase will be attained. On the other hand, the amount of sample
injected depends on the column volume, so the relationship between both volumes should be
kept also constant in order to generate the same band of analyte along the column. This means
that, if both columns are packed with the same particle size, the analytes will suffer the same
dispersion processes into them, leading to identical peak widths. Hence, decreasing the
diameter of a column should not increase the number of theoretical plates or the relative peak
concenftration. Anyway, as shown in the present work, separations as efficient as those obtained
with normal-bore columns with low sample and solvent consumption can be achieved with these

columns. These being the real advantages. Moreover, microbore columns are usually packed
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with smaller particles than the corresponding normal-bore ones. This is a proved way to increase
efficiency [12]. So, if higher and narrower peaks could be attained for an optimized separation

method, better detection limits can be foreseen.

4. CONCLUSIONS

Extracolumn band broadening should be accurately controlled when working with
microbore columns. Nebulizer connexion capillary has been demonstrated a key factor to
achieve the expected peak efficiencies. Volume of a capillary, with very low inner diameter, not
exceeding 2% of column void volume showed the best peak width. On the other hand, the best
separation conditions were obtained with a gradient elution based in a mixed mobile phase
containing NHsNO3 and NH4H2PO4 at pH 8.3. Narrower peak shapes (better efficiencies) due to
phosphate should be emphasized.

The small mass infroduced info the ICP-MS, due to the lower flow rate and sample
injection employed, is compensated by use of microflow (high efficiency) nebulizer and the

proper optimization of the nebulization step.

With an accurate opfimization of the micro-HPLC-ICP-MS coupling and separation
method, LODs as low as those obtained with conventional HPLC columns can be obtained. Also
the real advantage, i.e. less solvent consumption and lower analysis fime (5 min to determine the

six species under study), have been verified.

The multielemental capability of the ICP-MS detector allowed the simultaneous
determination of As and Se species and the suitable quantification of MMA. 49°Ar35CI+ contribution

on MMA peak area was assessed by using an experimental correction equation.

Finally, the developed method was validated, leading to satisfactory results for all the

compounds in a complex mafrix as influent and effluent water freatment plant.
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2.4. APLICACION DEL METODO DE ESPECIACION DESARROLLADO AL
ESTUDIO DE LA PRESENCIA DE As Y Se EN EL ACUIFERO DE LA PLANA DE
CASTELLON

Una vez desarrollada la metodologia analitica necesaria para la especiacion
de arsénico y selenio en aguas, se llevd a cabo la determinacién de estos compuestos
en diferentes localizaciones de la provincia de Castellén. Este trabajo se engloba
dentro de un proyecto de investigacién de la Generdlitat Valenciana denominado
“Estudio sobre la presencia de especies organometdlicas en sectores seleccionados
del acuifero de la Plana de Castelldon” en colaboracion con el grupo de Hidrogeologia
de la Universitat Jaume . El objetivo final de dicho proyecto era confeccionar, por vez
primera, un mapa de presencia de compuestos de As, Se, Cr, Hg y Sn del mencionado
entorno. Este mapa, que puede variar en funcidon del tiempo, debe recoger la
informacion sobre la evolucidn de la concentracion de las especies seleccionadas, 1o

cual debe permitir conocer la calidad del agua del acuifero.

El primer paso consistié en la elaboracion de un plan de muestreo de pozos de
riego y abastecimiento urbano, que abarcaron toda la zona sur seleccionada. Para
ello, se tuvo que tener en cuenta que los Ultimos anos han conllevado cambios en los
usos del agua que han modificado completamente el funcionamiento de los pozos y
la facilidad de acceso a los mismos. La mayoria de pozos tradicionalmente usados
estdn parados y los que estdn en marcha, no lo estdn de manera continuada y son de
acceso restringido, siendo de uso exclusivo de la comunidad de regantes. Respecto a
los pozos de abastecimiento urbano pueden estar gestionados por los ayuntamientos
o por FACSA, la empresa concesionaria para el abastecimiento del agua potable en
muchos de los municipios de la zona seleccionada para el estudio. Asi, se
establecieron convenios de colaboracién genéricos con las diferentes entidades

publicas y privadas que nos han facilitado el acceso a las muestras de agua.

La campana de muestreo se llevd a cabo durante el periodo comprendido
enfre Sepfiembre del 2007 a Enero del 2008 (ambos incluidos) en los siguientes
municipios: Betxi, Nules, La Vilavella, Almenara, Xilxes, La Llosa y La Vall d'Uixé. La Tabla

2.1 recoge todos los pozos muestreados vy la Figura 2.1 su situacién en el mapa.
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Tabla 2.1. Nombre de los pozos muestreados, identificacién y municipio

Agua de riego

Agua de abastecimiento urbano

Pozo Etiqueta Pozo Etiqueta
Rambleta 2 V1 Pipa AV1
Rambleta 7 V2 Anouret AV2
Corral Blanch V3 La Zorra AV3
Montalar 1 V4 Belcaire AV4
Miranda E3 V5
Punta 2 E2 bis Vé
Randero 3 V7
2 Miramar D \%:
% La Asuncién V9
= Pla Pinar 3 V10
S Cerverola 2 \AR!
9 Cerverola 3 V12
Maquial Casana V13
Maquial Pla Llobet V14
Regeneracion V15
Primitiva V1é
Miramar V17
Uxd V18
Union Agricola 1 V19
s Sociedad Cristo X1 Castellas AX1
X Regants Sequia 1 X2 La Llosa Perforacio AX2
> Regants Sequia 2 X3 La Llosa Caixa AX3
Salvador Al
Sant josep A2
C. Regants A3
o Talavera A4
2 Caudal A5
& El Blau Ab
< La sort A7
El Consuelo A8
La Rambleta A9
Ullal (superficial) A10
Rambleta 1. Industrial ANI1
Nules Planta Osmosis AN2
Betxi Ajuntament AB1
e Espiritualidad AB2
La Llosa Font Rodona L1
(superf.)
La Vilavella Font Calda AE1

100



Capitulo 2

Especiacion de As en muestras de agua medioambiental y orina humana

# Castelld
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Figura 2.1. Plano de situacion de los pozos muestreados del acuifero de la Plana de Castellon.
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Las especies de arsénico y selenio determinadas en las aguas fueron As(lll),
DMA, MMA, As(V), Se(IV) y Se(VI). El método utilizado se describe detalladamente en el
articulo cientifico 2 y estd basado en el acoplamiento microHPLC-ICP-MS, que
proporciona la concentracién de todos estos compuestos en un menor tiempo de
andlisis y reduciendo el consumo de disolventes. En la Tabla 2.2 se muestran los

resultados correspondientes a los primeros andlisis realizados.

Como se puede observar, en ninguna de las muestras se detectd la presencia
de MMA ni DMA, tal y como cabia esperar para este tipo de aguas. Por lo que
respecta a las especies inorgdnicas de arsénico y selenio, en ninguna muestra se
detectd una concentracidn que pueda considerarse téxica. Asi por ejemplo, sdlo se
encontré Se(lV) en concentraciones inferiores a 1 ppb en cinco muestras: A10, L1, V5,
V11 y AE1. Una evaluacion de los datos presentados, nos dice que la presencia de las
especies metdlicas estudiadas no alcanza valores que podamos considerar peligrosos
de manera inmediata. Si tomamos como referencia los valores mdximos para agua
potable (aunque la mayoria son aguas destinadas al riego, sirve como nivel
comparativo), ninguna muestra los supera. El resto de muestras y especies raramente
se aproximan o superan el valor de 1 ppb de concentracién. Esta primera evaluacién

nos indica que el fondo geogquimico para estas especies no es demasiado elevado.

A manera de resumen, se puede afirmar que las concentraciones encontradas
de las especies de arsénico y selenio en las muestras analizadas son bajas y no
suponen un peligro inmediato para la salud humana y la del medio ambiente. Sin
embargo, hay que insistir en la necesidad de completar el estudio iniciado. Hay que
muestrear mds pozos para tener una representacién de toda la parte meridional del
acuifero (aun no se dispone de ninguna muestra de Moncofa, o de muestras de riego
de Nules o Betxi, o de abastecimiento urbano de Almenara). Ademds, es necesaria la
repeticion de los controles en una época diferente (primavera) para conocer la

evolucién temporal de las concentraciones.

Una vez se disponga de toda la informacién (espacial y temporal) serd factible
elegir los puntos de muestreo mds idéneos para la posible red de vigilancia, que habrd

que completar con el andlisis de ofro tipo de muestras (aguas residuales, fangos...). En
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cualquier caso, los resulfados obtenidos dejan patente la idoneidad del acoplamiento

microHPL-ICP-MS vy su potencial en estudios de especiacién medioambientales.

Tabla 2.2. Concentraciones encontradas de las especies de As y Se para las diferentes

muestras de agua analizadas

Etiqueta As(lll)/ug ! DMA/ug L't MMA/ug L' As(V)/ug L' Se(lV)/ug L' Se(VI)/ug L

V1 nd nd nd 0.36 nd nd
V2 nd nd nd 0.05 nd nd
V3 nd nd nd 0.34 nd 0.39
V4 nd nd nd 0.07 nd 0.59
V5 0.20 nd nd nd 0.24 0.44
Vé nd nd nd 1.58 nd 0.13
V7 nd nd nd 0.16 nd nd
V8 nd nd nd 0.38 nd 0.12
V9 nd nd nd 0.27 nd nd
V10 nd nd nd 0.63 nd 0.13
V11 0.13 nd nd nd 0.14 0.40
V12 1.22 nd nd nd nd 0.42
V13 0.09 nd nd 0.10 nd 0.47
V14 0.08 nd nd 0.12 nd 0.34
V15 0.18 nd nd 0.10 nd nd
V16 nd nd nd nd nd 0.04
V17 nd nd nd 0.41 nd 0.61
V18 0.06 nd nd 0.24 nd nd
V19 0.27 nd nd 0.21 nd nd
AV1 2.32 nd nd 0.93 nd nd
AV2 0.03 nd nd 0.18 nd 0.15
AV3 nd nd nd 0.91 nd 0.05
AV4 0.01 nd nd 0.05 nd 0.34
X1 nd nd nd nd nd 0.46
X2 nd nd nd 0.26 nd 0.28
X3 0.08 nd nd 0.11 nd 0.14
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Tabla 2.2. (continuacion)

Etiqueta  As(lll)/ug L' DMA/ug L'V MMA/ug LTAs(V)/ug L' Se(lV)/pg LT Se(VI)/ug L

AX1 nd nd nd 0.49 nd 0.24
AX2 nd nd nd nd nd nd

AX3 nd nd nd 0.64 nd 0.53
Al nd nd nd 0.29 nd 0.40
A2 nd nd nd nd nd 0.48
A3 nd nd nd 0.24 nd 0.68
A4 nd nd nd nd nd 0.46
AS nd nd nd 0.10 nd 0.36
Aé 0.12 nd nd nd nd 0.83
A7 0.05 nd nd nd nd nd
A8 nd nd nd 0.22 nd 0.52
A9 nd nd nd 0.13 nd 0.69
A10 0.36 nd nd 0.98 0.31 0.24
ANI1 nd nd nd 0.13 nd 0.26
AN2 nd nd nd 0.16 nd 0.19
AB1 nd nd nd 0.12 nd 0.28
AB2 nd nd nd 0.12 nd 0.12
L1 0.13 nd nd 1.15 0.69 0.08
AE] 0.09 nd nd 1.47 0.48 0.46
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2.5. DETERMINACION DE As INORGANICO EN MUESTRAS ACIDAS

En el marco de una colaboracion con el Instituto de Ciencias de la Tierra
“Jaume Almera” (CSIC) se desarrolldé un método de especiacidon basado en
microHPLC-ICP-MS para determinar As(lll) y As(V) en muestras de elevada acidez.
Concretamente, la metodologia desarrollada se aplicd al andlisis de aguas dcidas de
mina, cuyo alto contenido en arsénico hace indispensable su estudio para valorar el

impacto que estos compuestos pueden ocasionar en el medio ambiente.

El drenaje de aguas dcidas de mina (AMD) es una de las principales causas de
contaminacion del agua a nivel mundial que se origina en zonas mineras que
contienen sulfuros metdlicos, caracterizdndose por su bajo pH y alto contenido de
metales y sulfatos.12 Estos lixiviados contienen concentraciones de arsénico de hasta
cientos de mg L'!, que superan en 5-6 érdenes de magnitud el valor méximo de 10 ug
L' establecido por la Unidn Europea en 1998 para las aguas potables, los cuales se
vierten en el curso del agua subterrdnea vy superficial3 Generalmente, el arsénico
asociado a AMD estd presente en diversas formas quimicas que poseen diferente
toxicidad y movilidad. La especiaciéon de arsénico en este tipo de aguas incluye
principalmente la determinaciéon de los oxoaniones inorgdnicos As(lll) y As(V).45 La
distribucidn en que se encuentran estas especies depende de pardmetros como el pH,
potencial redox, la presencia de ofros compuestos en disolucién y la actividad
bioldgica.s? Asi por ejemplo, el As(lll) puede ser oxidado en presencia de luz por el
Fe(lll), elemento que se encuentra generalmente a elevadas concentraciones en el
AMD.2 Una vez liberado, el impacto medioambiental del arsénico depende de su
atenuacién natural. Este proceso consiste bdsicamente en la adsorcion del As(V) en los
precipitados de oxihidroxidos e oxihidroxisulfatos de hierro que se forman en este tipo
de medios, como la schwertmanita (FesOs(OH)s5(SO4)1.25), la goethita (FeOOH) o la
jarosita (KFes(SO4)2(OH)s) (Bigham et al., 1994; Fukushi et al., 2003; Acero et al., 2006).9-11
Por lo tanto, para caracterizar debidamente los mecanismos dominantes que
controlan la movilidad del arsénico en los drenajes dcidos resulta imprescindible

determinar previamente la concentracion de As(lll) y As(V) que contienen.

Para este fin, se hizo uso nuevamente del acoplamiento microHPLC-ICP-MS. No

obstante, en esta ocasion se optimizd un método de separacion de As(lll) y As(V) a pH
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dcido en lugar de las condiciones bdsicas anteriormente utilizadas. De esta manera, se
pretendié evitar la interconversion de especies y/o precipitacion de compuestos
metdlicos presentes en la muestras de AMD que podria conllevar un drdstico aumento
de pH. En primer lugar, se estudid la separaciéon de las especies inorgdnicas de
arsénico utilizando una fase moévil con 60 mM de NHsNO3 a pH 3. En estas condiciones
el As(lll), con un pKa de 9.29, eluye en el volumen muerto con una correcta forma de
pico. Sin embargo, la retencién del As(V) en la columna cromatogrdfica no fue
satisfactoria. Como se puede observar en la Figura 2.2, el As(V) origind dos picos con
ensanchamiento severo. Este desdoblamiento se debe probablemente a la
coexistencia de las formas HsAsOs y H2AsOs del As(V) (pka1 = 2.24), las cuales
inferaccionan con la fase estacionaria de intercambio anidnico de una forma

marcadamente distinta.

100000 As(lll)
75000
I
2 ;
o i
> 50000 H
= I
c [H
[0} [H
E i
1
25000 :'= As(V)
1
i
1!
1\
0 —-—:tt—'.—-,-v‘__q—\—.—‘-.—.‘ L e
2 4 6 8 10 12 14 16 18 min

Figura 2.2. Superposicidon de los cromatogramas correspondientes a la inyeccion de 50 ug L' de
As(lll) y As(V) utilizando 60 mM de NHsNO3 a pH 3 como eluyente.

De acuerdo con los trabajos precedentes, la adicion de fosfato a la fase movil
proporciona una mejora significativa en la forma de pico del As(lll) y As(V). Teniendo
en cuenta esto, se evalué el comportamiento cromatogrdfico de ambas especies
utilizando una fase moévil basada en NH:H2PO4 (pH 3). A diferencia del experimento
anterior, en esta ocasién se consiguid eluir adecuadamente el As(V), aungue con un

considerable solapamiento con el As(lll). Por este motivo, se intentdé mejorar la

106



Capitulo 2 Especiacion de As en muestras de agua medioambiental y orina humana

resolucién disminuyendo la fuerza eluotropica y el flujo de la fase movil. Las
condiciones &éptimas seleccionadas fueron 12 mM NHsH2POs a pH 3, un flujo

cromatogrdfico de 80 uL min! y un volumen de inyeccion de muestra de 5 pL.

Una vez desarrollado el método se procedid a la determinacién del contenido
de As(lll) y As(V) en las muestras de AMD proporcionadas por el Instituto de Ciencias
de la Tierra *Jaume Almera”. Debido a la elevada concentracién de arsénico presente
en este tipo de muestras, se diluyeron todas ellas 1:100 con fase movil. En la Figura 2.3
se muestra como ejemplo el cromatograma resultante del andlisis de una de las
muestras, procedente de la descarga dcida de la mina abandonada de Tinto-Santa
Rosa (Huelva). La cuantificacion se llevd a cabo por calibracién externa utilizando
disoluciones patrén de 1, 5, 10, 25y 50 ug L' de As(lll) y As(V) (expresado como As). Los
limites de deteccién para ambas especies fueron <0.05 pg L' y los coeficientes de

correlacion de alrededor de 0.999. En la Tabla 2.3 se recogen los resultados obtenidos.

As(V)
30000 3
3 As(Ill)
g 20000 1
N ]
D
c
9
<
10000 3
0 ; } T F : T : F :
0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 35 min

Figura 2.3. Determinacion de As(lll) y As(V) en una de las muestras de AMD (TS2) diluida 1:100

utilizando como fase mévil 12 mM NH4H2PO4 a pH 3.
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Tabla 2.3. Concentraciones de As(lll), As(V) y As total (AsT) encontradas en diferentes

localizaciones de la descarga dcida de la mina Tinto-Santa Rosa

Muestra As(lll)/ug L As(V)/ug LT AsT/ug LT
TS1 608 1677 2285
152 1020 1498 2518
1S3 348 850 1198
1S4 290 781 1071
1S5 389 1008 1397
156 281 761 1042
187 285 653 938
158 207 470 677
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2.6. ESPECIACION DE As EN ORINA HUMANA BASADA EN PSEUDO-
DILUCION ISOTOPICA INESPECIFICA MEDIANTE EL USO DE Ge COMO
PATRON INTERNO

La exposicidn al arsénico es un problema en expansion en todo el mundo.! En
el cuerpo humano se encuentra principalmente en forma de As(lll), As(V), MMA, DMA
y AsB, aungue puede variar en funcién del entorno medioambiental y de la dieta. Para
la evaluacion de esta exposicion, la orina se considera uno de los biomarcadores mds
importantes.2 Debido a que estos compuestos poseen diferente grado de toxicidad es
necesario determinarlos separadamente, con el fin de evaluar adecuadamente el
riesgo potencial que pueden causar en el organismo. En este sentido, el acoplamiento
HPLC-ICP-MS es la técnica ideal para realizar la especiacidon de arsénico en orina.3-7 Sin
embargo, la elevada concentracion de sales que contiene provoca deriva de la senal

y efectos matriz, lo que dificulta enormemente el andlisis.8

El andlisis por dilucién isotépica inespecifica permite corregir todos esos
problemas, proporcionando determinaciones exactas y precisas del elemento de
interés.? Esta técnica consiste en la adicion de un elemento enriquecido
isotbpicamente a la muestra después de que tenga lugar la separaciéon
cromatogrdfica de las diferentes especies, con abundancia isotépica natural, que
estdn presentes en la misma. Puesto que la eficiencia de ionizacién del ICP-MS es
independiente de la forma quimica del elemento, la medida de la relacién isotépica
en todo el cromatograma proporciona la concentracién corregida de cada uno de
los compuestos eluidos. En ofras palabras, los picos del cromatograma de flujo mdasico,
que no estdn afectados por la inestabilidad de la sefal, son integrados y normalizados
al volumen de inyeccién. En el caso del arsénico, al disponer de un solo isétopo
estable (m/z 75), no es posible utilizar un patrén marcado isotépicamente, asi que se
debe seleccionar un patrén interno de un elemento con una masa y potencial de
jonizaciéon lo mds similares posibles. El selenio parece ser el mejor candidato para este
fin;10.11 sin embargo, frecuentemente se encuentra en muestras de orina, lo que puede

inducir errores en la determinacion. Por el contrario, el germanio raras veces estd
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presente en la orina y ha sido utilizado satisfactoriamente en calibracion interna para

la correccidon del efecto matriz del As.1213

En el presente trabajo se ha seleccionado el isdtopo 72Ge como patrén interno
para llevar a cabo la especiacion de arsénico. Como ambos elementos poseen
diferentes potenciales de ionizacién y en consecuencia diferente respuesta en el ICP-
MS, se normalizé la concentracidbn de germanio a arsénico introduciendo una
cantidad conocida de este Ultimo elemento a la disolucién de patrdn interno anadida
post-columna. De esta forma, se pudo utilizar la m/z 72 como un isétopo adicional del
As. Este procedimiento, al que se ha denominado “andlisis por pseudo-dilucion
isotéopica inespecifica”, hace posible obtener la concentracidén corregida de los
diferentes compuestos de arsénico en orina sin hacer uso de curva de calibrado. En
efecto, basdndonos en el desarrollo matemdatico detallado en el capitulo 1 para la
dilucién isotépica inespecifica, podemos deducir una expresidn andloga que permita

calcular la cantidad de As contenido en cada pico cromatografico:

MFs:CéSds fis %_1 (2)
1S

donde MFs es el flujo mdsico de la muestra (ng As min') que eluye de la columna, Clés

la concentracién mdasica de As en la disolucion de patrén interno (mol L) de densidad

dis (g mL'), que se bombea a un flujo fis (ML min'). R, y Rg indican la relaciéon

isotépica experimental (7°As/72Ge) en la mezcla y en la disolucidon de patrén interno,

respectivamente.

El método se validd satisfactoriomente para muestras de orina humana
fortificadas a 1, 5 y 10 ug L' As y para una muestra de orina no fortificada con
diferentes concentraciones de las especies de As. Ademds, los resultados coincidieron
con los obtenidos utilizando calibracidn interna y adiciones estdndar. La precision se
estimé analizando réplicas del nivel medio de fortificaciéon (n = 9) en 3 dias diferentes,
dando coeficientes de variacion menores del 8%. En cuanto a los limites de deteccion,
la adicidén continua de As a través de la disolucion de patrén interno provocd un
incremento notable de los mismos (LODs ~ 0.7 pg L' As en la orina diluida 1:5

inyectada). En todo caso, estos valores son lo suficientemente bajos como para poder
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evaluar el riesgo potencial de la poblacion expuesta al arsénico inorgdnico en el
entorno laboral, a través de la alimentacién o del agua potable. Cabe resaltar que el
procedimiento desarrollado permite cuantificar las diferentes especies de As en una
Unica inyecciodn, lo que lo convierte en una prometedora alternativa a los métodos de

calibracién convencionales.

Por otro lado, se examind la capacidad de la metodologia propuesta para
corregir la deriva instrumental realizando sucesivas inyecciones de una muestra de
orina durante un periodo de 15 h. Cuando se midié el drea de pico correspondiente a
los cromatogramas correspondientes a m/z 75, se obtuvieron dreas de pico
considerablemente menores para las Ultimas inyecciones, como consecuencia de la
pérdida de sensibilidad. Sin embargo, el uso de pseudo-dilucion isotépica inespecifica
condujo a los mismos resultados, poniendo de manifiesto el potencial de esta técnica

en el andlisis de matrices complejas.
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In the present work. internal standardization based on species-unspecific isotope dilution analysis
technique is proposed in order to overcome the matrix effects and signal drift originated in the

speciation of As in urine by HPLC-ICP-MS. To this end. Ge has been selected as a pseudo-isotope of

As. The resulting mass flow chromatogram of the element allows the calculation of the corrected overall

species concentrations without requiring any methodological calibration, providing high-throughput
sample processing. The validation was carried out by analyzing a blank human urine fortified at three
concentration levels and an unspiked human urine sample containing different specices of arsenic. In all
cascs, recoveries ranging from 90 to 115% and RSD below 10% were attained with this approach.

Furthermore, the proposed method provided results in excellent agreement with those obtained using

standard additions and internal standard calibration, allowing &

human cxposure to

arsenic species.

1. Introduction 2. Experimental

It is widely known that potential health risk to arscnic exposition 2.1. Instrumentation
depends on the chemical form entering the human body. due 10
the dilferent degree ol toxicity of these compounds.'™ Urine is
regarded as an important biomarker of arsenic intake. In this
regard, a speciation analysis of urine is usually performed by
HPLC-ICP-MS.5' Howe! signal drift and matri
observed due to urine marrix, hampering the quantification of
such species.!

The use of species-unspecific isotope dilution analysis allows
the correction for those errors, providing accurate and precise
determinations of the sought clement. In the case of arsenic,
there is only one isotope available to be measured (m/z 73):
therefore. an internal standard of an element close 10 the ani-
Iyte mass has to be selected to follow the isotope dilution
procedur This approach, which we have called “pseudo-
unspecific isotope dilution anal . could make it possible to
obtain the accurate concentrations of the above mentioned

The HPLC system consisted of an Agilent 1100 Series (Agilent.
Waldbronn, Germany) binary pump and auto injector with
4 programmable sample loop (100 pl. maximum). The separa-
tions were performed on a PRP-X100 (Hamilton, Reno, NV,
USA) anion-exchange column (250 x 4.1 mm, 10 pm). An
additional Agilent 1100 Series binary pump was used to
continuously add the internal standard solution.

The outlet of the chromatographic column was connected
through a T piece to a Meinhard concentric nebulizer. An Agi-
lent 7500cx inductively coupled plasma mass spectrometer
(Agilent Technologies, Tokyo. Japan) equipped with an octopole
reaction ccll using helium

a reaction gas to reduce polyatomic
as used in this work. For HPLC-ICP-
MS data acquisition. the “time resolved analysis” mode was used

interferences on arsenic w

with | s of integration time per mass.

For tuning of ICP-MS, a solution containing 10 pg L~ of As
made up in double deionized er filtered through 0.45 pm
monitored at m/z 75 and 72: the ion intensity. resolution and

species in a single run

The developed method was applied [or the analysis ol human
urine samples fortified at different concentration levels and
compared with internal calibration and the standard additions
method.

1S

mass axis were oplimized.

2.2. Standards and reagents

Arsenite (As'"), arsenate (AsY), dimethylarsinic acid (DMA) and
arscnobetaine form (AsB) were delivered by Fluka (Buchs,
Switzerland), while monomethylarsonic acid (MMA) was from
Carlo Erba (Milano, Italy). The stock solutions of arsenic species
containing about 1000 mg L~' of As were prepared in water and

stiniie for Pesticides and Water, Universitar Jawme I, E-12071
n, E-mail: roig@afa.ujies; Fax: +34 964 387368; Tel: +34

Elpnovative Solutions in Chemistry S.1.., io Clentifico-Tecnolégico

Campus de “El Cristo”, Oviedo, Spain

maintained at 4 °C after standardization against an atomic

354 | J. Anal. At. Spectrom., 2012, 27, 354-358

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2012




Capitulo 2 Castillo et al./ J. Anal. At. Spectrom. 27 (2012) 354-358

118



Capitulo 2 Castillo et al./ J. Anal. At. Spectrom. 27 (2012) 354-358

JOURNAL OF ANALYTICAL ATOMIC SPECTROMETRY
J. Anal. At. Spectrom., 27 (2012) 354-358

Received: 28 Setember 2011; Accepted: 1 November 2011; Published online: in ScienceDirect

(www .sciencedirect.com) DOI: 10.1039/c1ja10289c

Rapid screening of arsenic species in urine from exposed human by
inductively coupled plasma mass spectrometry with germanium as an

internal standard

A. Castillo, C. Boix, N. Fabregat, A.F. Roig-Navarro and J.A. Rodriguez-Castrillén?
Research Institute for Pesticides and Water, Universitat Jaume |, E-12071 Castelld, Spain

Innovative Solutions in Chemistry S.L., Edificio Cientifico-Tecnolégico Campus de "El Cristo", Oviedo, Spain

ABSTRACT

In the present work, internal standardization based on species-unspecific isotope dilution
analysis fechnique is proposed in order to overcome the matrix effects and signal drift originated
in the speciation of As in urine by HPLC-ICP-MS. To this end, 72Ge has been selected as a pseudo-
isotope of As. The resulting mass flow chromatogram of the element allows the calculation of the
corrected overall species concentrations without requiring any methodological calibration,
providing high-throughput sample processing. The validation was carried out by analyzing a
blank human urine fortified at three concentration levels and an unspiked human urine sample
containing different species of arsenic. In all cases, recoveries ranging from 90 to 115% and RSD
below 10% were attained with this approach. Furthermore, the proposed method provided resulfs
in excellent agreement with those obtained using standard additions and internal standard

calibration.
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1. INTRODUCTION

It is widely known that potential health risk to arsenic exposition depends on the chemical
form entering the human body, due to the different degree of toxicity of these compounds.!-4
Urine is regarded as an important biomarker of arsenic intake. In this sense, a speciation analysis
of urine is usually performed by HPLC-ICP-MS.>10 However, signal drift and matrix effects are

observed due to urine matrix, hampering the quantification of such species.!!

The use of species-unspecific isotope dilution analysis allows the correction for those
errors, providing accurate and precise determinations of the sought element. In the case of
arsenic, there is only one isotope available to be measured (m/z 75); therefore, an internal
standard of an element close to the analyte mass has to be selected to follow the isotope
dilution procedure.'? This approach, which we have called "pseudo-unspecific isotope dilution
analysis”, could make possible to obtain the accurate concentrations of the above mentioned

species in a single run.

The developed method was applied for the analysis of human urine samples fortified at
different concentration levels and compared with internal calibration and the standard additions

method.

2. EXPERIMENTAL

2.1. Instrumentation

The HPLC system consisted of an Agilent 1100 Series (Agilent, Waldbronn, Germany)
binary pump and auto injector with a programmable sample loop (100 yL maximum). The
separations were performed on a PRP-X100 (Hamilton, Reno, NV, USA) anion-exchange column
(250 x 4.1 mm, 10 um). An additional Agilent 1100 Series binary pump was used fo continuously

add the internal standard solution.

The outlet of the chromatographic column was connected through a T piece to a
Meinhard concentric nebulizer. An  Agilent 7500cx inductively coupled plasma mass
spectrometer (Agilent Technologies, Tokyo, Japan) equipped with an octopole reaction cell
using helium as a reaction gas to reduce polyatomic interferences on arsenic was used in this
work. For HPLC-ICP-MS data acquisition, the “time resolved analysis” mode was used with 1

second of integration time per mass.
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For tuning of ICP-MS, a solution containing 10 ug L' of As made up in double deionized
water filfered through 0.45 ym was monitored at m/z 75 and 72; the ion intensity was optimized.

Then, resolution and mass axis were also optimized.

2.2. Standards and reagents

Arsenite (As!), arsenate (AsY), dimethylarsinic acid (DMA) and arsenobetaine form (AsB)
were delivered by Fluka (Buchs, Switzerland), while monomethylarsonic acid (MMA) was from
Carlo Erba (Milano, Italy). The stock solutions of arsenic species containing about 1000 mg L' As
were prepared in water and maintained at 4 °C after standardization against an atomic
absorption arsenic standard solution (J.T. Baker, Phillipsburg, USA).13 Appropriate dilutions of the
stock solution were prepared daily, by weight, using double deionized water to obtain the

required concentration. Germanium internal standard and nifric acid was purchased from Fluka.

A previously developed method> based on HPLC-ICP-MS coupling system was optimized
in order to separate the five arsenic species in human urine. The mobile phase consisted of 4 mM
ammonium phosphate (Merk, Darmstad, Germany), 4 mM ammonium hydrogen carbonate
(Fluka) and 4 mM ammonium sulfate (Sigma, St. Louis, MO, USA). The pH value was adjusted to
8.9 by the addition of ammonium hydroxide (Trace Select, Fluka). These solutions were filtered

through a 0.45 ym membrane before use.

All the aqueous solutions were prepared with Milli Q Gradient A10 (Millipore, Molsheim,

France) water (18.2 MQ cm).

2.3. Analytical procedure

Urine samples were diluted 5 fold with 0.1 % nitric acid and were filtered through 0.45 um
nylon membrane before injection. The flow coming from the column (0.95 mL min-') was mixed
with the internal standard solution containing around 15 ng g! of Ge and 4 ng g of As (0.15 mL
min-'). The signals for m/z 75 and 72 were monitored with time. After smoothing of the data using
moving average (n = 5) in order to reduce noise level the isotope ratio 75As/72Ge was calculated.
Then, the on-line pseudo-isotope dilution equation was applied to each point of the
chromatogram to obtain the mass flow chromatogram. The amount of arsenic in each fraction
was determined by integration of the chromatographic peaks using the Origin 5.0 software
(Microcal Software Inc., Northampton, MA, USA). Finally, the concentration of arsenic was

computed by dividing the As amount found by the injection volume.
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3. RESULTS AND DISCUSSION

3.1. Selection of internal standard and development of the equation for on-line pseudo-

isotope dilution analysis

In order to appropriately correct for matrix-induced signal enhancement or suppression
as well as for drift instability of the instrument the analyte and the internal standard should
undergo an equal relative signal intensity drift. To this end, mass-to-charge ratfio and ionization
potential of both elements should be as close as possible, the first factor being especially critical.
In this regard, selenium seems the best candidate to use as an internal standard fo arsenic
speciation.'>14 However, this element is often present in urine samples, which can produce errors
in the normalization. By contrast, germanium is rarely present in urine samples and has been
satisfactory used for matrix effects correction.!> As a consequence, the isotope 72Ge was

selected as an internal standard.

The proposed procedure is based on post-column isotope dilution analysis.'é Briefly, this
technique consists in the on-line addition of an isotopically enriched solution of the sought
element after the chromatography separation to modify the original isotope abundances in the
sample. The resulting isotope ratio of the most abundance isotope in the sample and the spike
permits to calculate the endogenous concentration contained in each chromatographic peak.
In the case of arsenic, a germanium internal standard is used instead of a spike, owing to its
monoisotopic character. Since both elements have different ionization efficiencies, the
experimental isofope ratio in the mixture R, (">As/72Ge) will not provide the As/Ge molar rafio. The
instrumental response of Ge present in the mixture must be previously normalized to As in order to
correlate R, with the analyte concentration. For this purpose, a known amount of As was added
within the internal standard solution and the corresponding isotope ratio Rs (7°As/72Ge) was

measured. Consequently, Rm and Rs can be expressed as follows:
N&sdfs + NS ds fis

Rm: (])
N dis fis

As
_Nis
Ge
Nis

Ris (2)

were N:‘S (mol g') shows the amount of As in the sample with density ds (g mL1) pumped at a
flow rate fs (mL min'), which is mixed with N(gS (mol g) of As arising from the internal standard

solution pumped at a flow rate fis (mL min-') and density dis (g mL'). The term N|GSe (mol g) is the
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concenftration of Ge normalized to As, which must not be confused with the true amount of Ge.

Indeed, N%e would represent the mol g! of 72Ge contained in the internal standard solution if

the ionization efficiency were the same as As. When we combine egns. (1) and (2) the following

expression is obtained:

N&°dsfs + Nigd s fis
(N /Ris )dis fis

R = (3)

Please note that the true amount of Ge is not needed in the calculation. Rearranging

eqn. (3) for N2, we obtain:

N:Sdsfs:NlésdISfIS[?_lJ (4)
IS

Concentrations in mol g can be expressed as concentrations in weight by taking into

account the atomic weight of the element. Since the atomic weight of As in the sample (AV\éAS)

and in the internal standard solution (AV\(és) are the same, eqgn. (4) becomes:

C?Sdsfszcésdlsfls(gm_ J (5)
1S

were CSAs and C,’éS are the mass concentrations (ng g') of As in the sample and internal

standard solution, respectively. CsAsdsfS has the units of ng min' and it is the mass flow of the

sample eluting from the column, MFs. Then, the final pseudo-isotope dilution equation has the
form:

MF; :Césdlsfls(Rm‘ ] (6)

Ris

If the analyte concentration changes with time, e.g., during the chromatographic peak,

MFs will also change with time. The integration of the chromatographic peak in the mass flow

chromatogram will give the amount of As in that fraction. The concentration is then easily

calculated knowing the sample volume injected. Egn. (6) was thus used for calculations in the

present work.

3.2. Analytical results
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In a preliminary study, the concenfration of the As primary standard in the internal
standard solution was optimized. On the one hand, it has fo be taken into account that a high
enough amount of exogenous As is required to minimize the m/z 75 background influence. On
the other hand, the increasing 7°As signal coming from the post-column solution the higher
baseline noise, leading to poorer detection limits of the endogenous species. Thereby, a
concentration of ca. 4 ng g was selected as a compromise. The case of Ge internal standard
concentration is much less critical because it does not contribute to the signal of the analyte
eluting from the column and does not influence the final results. In addition, the chromatographic
and post-column flow rates were tested. The final values used for the mobile phase and the
internal standard solution (0.95 and 0.15 mL min-!, respectively) allowed the elution of the overall

species in a proper time without sacrificing the accuracy of the post-column flow rate.

To a better understanding of the procedure, Fig. 1 illustrates the conversion from original
ICP-MS intensities to mass flow. The chromatograms corresponding to m/z 75 and 72 (a) are first
fransformed into the isotope ratio chromatogram (b). It is worth stressing that 7As and 72Ge
background signal from mobile phase was negligible (data not shown), thus the baseline of the
isotope ratio chromatogram provides Ris (see Fig. 1b). Next, egn. (6) is applied to the whole
chromatogram. Finally, the mass flow peaks of Fig. c are integrated and divided by the injection
volume (50 pL). It should be remarked that the present strategy permits to correct for errors
derived from instrumental instabilities and matrix effects in the whole chromatogram, since the

Ge internal standard is continuously added to the effluent from the column.

The proposed procedure was applied to the analysis of a blank urine sample spiked af 1,
5 and 10 yg As L' (concentrations referred to the diluted urine injected). It is worth noting that the
blank urine used corresponds to an unexposed human and no As species were found when it
was analyzed by the conventional calibration method. Ten replicates for every one of the three
fortification levels were carried out. Additionally, in order to check the suitability of 72Ge as
infernal standard the results were compared with those obtained using internal standard
calibration. To this end, calibration standards containing 0-20 ug As L' of each compound were
injected by friplicate within the post-column solution. Then, the isotope ratio chromatogram was
plotted (as exemplify in Fig. 1b). Safisfactory recoveries, between 90 to 105%, were obtained both
for the medium and highest fortification levels when pseudo-unspecific IDA was used. At the
lowest fortification level, which was closed to the detection limit, recoveries were in the range of
96-115% and coefficients of variation were below 10% (Table 1). No significant differences were
noticed between both methods, thus it seems that calibration-free measurements based on eqgn.

(6) can be performed for the quantification of As species in urine.
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a) Intensity chromatogram
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Figure 1. Conversion process from intensities to mass flow using the pseudo-isotope dilution equation.
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Intfermediate precision (n = 9) was also estimated by analyzing replicates of the medium
forfification level on 3 different days. The coefficient of variation was found to be <8% in all cases.
Detection limits, defined as three times the signal-to-noise ratio in the mass flow chromatogram
were determined for the blank urine sample spiked at 1 ug L' of each As species. As can be seen
in Table 1, LODs were <0.7 yg L in the diluted urine. In fact, the continuous addition of arsenic
post-column to normalize de germanium response increase notably the detection limits.
However, these values are satisfactory to evaluate the potential risk of people exposed to
inorganic arsenic. Actually, the American Conference of Governmental Industrial Hygienists
(ACGIH) and Deutsche Forschungsgemeinschaft (DFG) set the BEI and BAT values for
occupational arsenic exposure as 35 ug As L' and 50 ug L', using the sum of inorganic arsenic,
MMA and DMA."7

The validity of the proposed method for correcting instrument signal drift was tested with
the injection of a 15 h batch run. Fig. 2a compares the intensity chromatograms corresponding to
the first and last injections of the experiment. Appreciable signal drift was observed between
them, resulting in lower peak areas for the second injection. The application of egn. (6) lead to
the mass flow chromatograms presented in Fig. 2b. As expected, no significant differences were
noticed between injections, which confirms that appropriate correction of signal drift is achieved.
It is worth mentioning the severe signal suppression at the dead volume caused by the high salt
content of urine sample (Fig. 2a). In this case, instrumental instability was not totally overcame
(Fig. 2b), most probably because the Ge internal standard suffers more signal depression than As
in the presence of high concentration of Na. Anyway, such anomalous behavior does not affect

any chromatographic peak.

Finally, the quantification of a human urine sample containing different species of arsenic
was performed by the present methodology, internal standard calibration and standard
addifions (Table 2). The concentrations calculated by pseudo-unspecific IDA were in very good
agreement with those obtained using the other quantification strategies. These data confirm the

suitability of the developed procedure for arsenic speciation studies in human urine.
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Figure 2. Use of Ge as a pseudo-isotope of As to correct for insfrumental signal drift observed during a 15 h

batch run.
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4. CONCLUSIONS

A new procedure for the simultaneous determination of AsB, Asll, As¥, DMA and MMA in
human urine which does not require any methodological calibration graph and allows correcting
for instrumental instabilities has been developed. For this purpose, species unspecific isotope
dilution analysis has been adapted to As using 72Ge as an additional isotope of the sought

element.

The proposed method has been successfully validated in spiked and unspiked human
urine samples. In addition, the results were in excellent agreement with internal standard
calibration and standard additions. However, the need for addition a known amount of As to

normalized the Ge concentration increases appreciably the LODs.

Therefore, the possibility to carry out the quantification of As species in a single run
provided by the developed procedure could be very useful fo assess workplace, drinking water

or food exposure fo inorganic arsenic.
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3.1. INTRODUCCION

El mercurio se caracteriza por ser el Unico metal liquido a temperatura
ambiente y presidn atmosférica (temperatura de fusién -39 °C, punto de ebullicién 357
°C). Tiene un nUmero atémico de 80 y un peso atdmico de 200.59, presentando en la
naturaleza un total de siete isdtopos estables (196Hg, 198Hg, 199HQg, 200HQg, 201HQ, 202Hg vy
204Hg). El mercurio puede existir en tres estados de oxidacion diferentes: 0 (metdlico),
+1 (mercurioso) y +2 (mercurico). Las formas mercuricas y mercuriosas pueden formar
un gran nimero de compuestos orgdnicos e inorgdnicos, aungue la forma mercuriosa
es raramente estable bajo condiciones ambientales convencionales.2 Aunque puede
disolver diversos metales para formar gran variedad de amalgamas, las formas de
mercurio mds comunes en el medio ambiente se pueden clasificar en tres grandes
grupos: mercurio  elemental, sales merclricas inorgdnicas y compuestos
organomercUricos.? Debido a su elevada volatilidad el mercurio elemental se libera a
la atmdsfera como vapor de mercurio desde medios acudticos y marinos, desde la
vegetaciéon y a través de los gases procedentes de materiales geoldgicos y emisiones
volcdnicas.4 En la corteza terrestre se encuentra en forma de especies inorgdnicas de
Hg(ll) (HgCl2, Hg(OH)2 y HgS) y compuestos organomercUricos, principalmente
meftilmercurio (MeHg) y en menor extension etfiimercurio (EtHg) y fenilmercurio (PhHg),
gue vienen definidos por la presencia de un enlace covalente C-Hg. Las especies
mercuricas inorgdnicas presentan una gran variedad de solubilidades; asi el HQCl2 es
muy soluble en agua, mientras que el HgS es prdcticamente insoluble. En cuanto a los
compuestos organomercuriales, la mayoria no son solubles y no reaccionan con
dcidos débiles o bases; sin embargo el CH3HgOH es soluble debido a la gran

capacidad del grupo hidroxilo para formar puentes de hidrégeno .2
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Los usos del mercurio son muy diversos y varian dependiendo del pais. Entre las
principales aplicaciones cabe destacar su utilizacion en la produccién de NaOH y Cly,
pilas, electrodos, termdmetros, bardmetros, fungicidas, herbicidas, insecticidas,
bactericidas, catalizadores, rellenos dentales y en la mineria del oro artesanal y en
pequena escala. Como consecuencia de estas actividades antropogénicas, se ha
producido una importante aportacién de mercurio al medioambiente. En efecto, al
encontrarse como elemento traza en combustibles fésiles es liberado en las calderas,
incineradoras y crematorios. Ademds, la produccién de cemento, papel, termdmetros,
sensores de presion e instrumentos de navegacion asi como la industria cloro-dlcali por
proceso de cdtodo de mercurio suponen una fuente potencial de emisién de este
elemento, que altera su ciclo global natural.s Este ciclo consiste en el flujo continuo de
mercurio entre la atmdsfera, tierra y agua, y estd regido por su comportamiento en los
diferentes medios, las reacciones quimicas implicadas, asi como en pardmetros de
transporte. Bdsicamente, el mercurio se libera a la atmdsfera como Hg(0), donde es
oxidado a Hg(ll) por el ozono y depositado por via hUmeda.é Posteriormente, se puede
metilar en el medio acudtico y en sedimentos por la accidn de microorganismos,
bioacumuldndose en musculos y tejidos de los seres vivos, en especial peces y

moluscos.?

En cuanto a su toxicidad, la inhalacion prolongada de vapores de mercurio
puede dar lugar a diferentes dolencias respiratorias y danos en el sistema nervioso
central, que desencadenan en delirios, alucinaciones y tendencias suicidas. La ingesta
de mercurio inorgdnico puede causar gastroenteritis ulcerosa, necrosis tubular y
sindromes nefriticos agudos. Por su parte, el metiimercurio es neurotdxico. Forma un
complejo con la cisteina similar a la metionina que facilita su transporte hacia el interior
de las células, ocasionando danos en el sistema nervioso periférico y central que
provocan debilidad neuromuscular y afectan a funciones como la coordinacion, visién
y audicién. Ademds, los compuestos organomercuricos pueden atravesar la placenta
con facilidad para acumularse en el feto, lo que ha originado que mujeres levemente
infoxicadas con metimercurio hayan dado a luz bebés con pardlisis cerebrales
severas.8 Todo ello ha motivado que se incluya “el Hg y sus compuestos” en la lista de

contaminantes prioritarios de la Unidén Europea (Decision 2455/2001/EC) relativa a la
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calidad de las aguas y se ha establecido un nivel méximo de 0.5 ug Hg g’ (peso
humedo) para distintos comestibles (Reglamento de la Comisidén 78/2005). En los
Estados Unidos, la Agencia para la Proteccién Medioambiental (EPA) ha emitido
recientemente la “Guia para la aplicacion del criterio de calidad de Enero del 2001
sobre el metiimercurio en el agua”, en la cual se recomienda un nivel mdximo de 0.3
ug de metiimercurio g' de tejido de pescado (peso humedo) para peces de agua

dulce, de estuario y marisco.

Como consecuencia de esta diferente toxicidad, la actividad analitica para el
mercurio estd dirigida hacia la determinacion de las diferentes especies. Para llevar a
cabo la especiacién de Hg se suele combinar una técnica de separacién como
cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC) o cromatografia de gases (GC) con un
detector especifico de mercurio, incluyendo espectrofotometria de fluorescencia
atémica (AFS), espectrofotometria de emision atdémica (AES), espectrofotometria de
absorcién atémica (AAS) y espectrometria de masas con fuente de plasma de
acoplamiento inductivo (ICP-MS).%-11 La técnica de deteccidn mds utilizada es el ICP-
MS, principalmente gracias a su elevada sensibilidad, capacidad multisotépica y
especificidad de la intensidad de la senal del elemento determinado.12-14 A diferencia
de los métodos basados en HPLC, al utilizar GC se debe extraer el mercurio inorgdnico
y organomercurico de la matriz de muestra y derivatizarse para formar especies
voldtiles térmicamente estables.’® De manera que el uso de HPLC-ICP-MS permite
simplificar notablemente los andlisis, especialmente cuando se quiere llevar a cabo la
especiacion de mercurio en muestras de agua medioambiental. Por el contrario, los
menores limites de deteccidén proporcionados por el acoplamiento GC-ICP-MS lo
convierten en la opcidon mds adecuada para la determinacion de mercurio en tejidos
bioldgicos.’s Para corregir los procesos no cuantitativos derivados de la extracciéon y
derivatizacién asi como el efecto matriz en este tipo de muestras se suele hacer uso de
calibraciéon por adiciones estdndar,® aunque la estrategia preferida consiste en el
andlisis por diluciéon isotdpica especifica.’4 En esta técnica, se fortifica la muestra al
inicio del proceso andlitico con un patrdén de la especie que se quiere determinar
enriguecida en un isétopo de mercurio. Sin embargo, a menudo se producen

interconversiones entre especies que comprometen la exactitud y precisibn de los
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andlisis, por lo que recientemente se han desarrollado procedimientos basados en el

andlisis por dilucion isotdpica para trazadores multiples.17.18

En el presente capitulo se han desarrollado dos métodos de especiacion de Hg
para aguas medioambientales y tejidos de pescado basados en los acoplamientos
microHPLC-ICP-MS y GC-MS, respectivamente. En el primero de ellos, correspondiente
al articulo cientifico 4, se han examinado las ventajas que ofrecen los nebulizadores de
bajo caudal cuando se utilizan gradientes de disolvente orgdnico. Como se ha
comentado, el uso de cromatografia liquida hace posible la inyeccién directa, sin
fratamiento de muestra previo, de matrices sencillas fales como aguas
medioambientales. Sin embargo, la elucién de compuestos organomercUricos requiere
la adiciéon de un modificador orgdnico, que provoca una considerable depresion de la
senal. Para atenuar este problema se ha propuesto la disminucion del flujo de fase
movil a unos pocos Ul min-!. En estas condiciones resulta imprescindible la utilizacion de
una columna microbore y un sistema de cromatografia capilar para reducir
debidamente el volumen muerto, ademds de un micronebulizador, que proporciona
mayores eficiencias de transporte que los convencionales al infroducir bajos caudales.
En este senfido, se ha llevado a cabo un estudio exhaustivo de las condiciones de
andlisis para conseguir separar todas las especies minimizando en lo posible la
inestabilidad instrumental. Se comprobd que el metanol ocasionaba una menor
depresidn de la senal que el acetonitrilo, por lo que se ha optimizado la separacién
cromatogrdfica utilizando un gradiente de fase moévil basado en metanol.
Paralelomente, se ha evaluado el comportamiento de varios nebulizadores,
observdndose los mejores resultados con el micronebulizador Micromist. Ademdas, el
caudal de gas nebulizador ha resultado ser un factor clave para conseguir la
deteccién simultdnea de todas las especies de mercurio seleccionadas a bajas
concentraciones. Se ha observado que cuanto mayor es el porcentaje orgdnico en la
fase movil, menor es el caudal de gas requerido para obtener una nebulizaciéon
optima. Asi, el gradiente de metanol utilizado provoca una variaciéon de la sensibilidad
durante el cromatograma, que hace necesario llegar a un compromiso entre los
compuestos de mercurio que presentan mayor y menor retencion. Otro factor a tener

en cuenta ha sido el contenido de Hg de los reactivos utilizados en las fases méviles,
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gue puede provocar un fuerte incremento de la linea base, principalmente a la
llegada del gradiente, que compromete la determinacién de los compuestos.
Finalmente, se han evaluado las caracteristicas analiticas de la metodologia
propuesta y se han comparado los LODs con ofros procedimientos basados en HPLC
reportados en la bibliografia. El método desarrollado se aplicd posteriormente a
diferentes aguas de pozos de riego y abastecimiento urbano localizadas en el acuifero
de la Plana de Castelldn, lo que permitiéd presentar los primeros datos sobre los niveles

de mercurio inorgdnico y compuestos organomercuricos en estos enclaves.

En el articulo cientifico 5 se ha disenado un procedimiento de especiaciéon de
mercurio en muestras biolégicas basado en dilucién isotépica especifica de trazadores
multiples para GC-MS. Esta instrumentacién estd ampliomente extendida en los
laboratorios de ensayo debido a su bajo coste y menor sofisticacion en comparacion
con GC-ICP-MS, por lo que aparece como una prometedora alternativa a este
acoplamiento. No obstante, al ser el GC-MS un detector molecular generard una
distribucion de isotopdmeros de masa en lugar de proporcionar directamente las
abundancias isotépicas del Hg. En primer lugar, se han utilizado las abundancias
certificadas de cada uno de los dtomos presentes en los clusters moleculares
seleccionados para calcular los perfiles isotdpicos del compuesto natural y de los
marcados después de ser derivatizados. Al comparar estos valores con los
experimentales se ha podido determinar la pureza espectral de los mismos y recalcular
apropiadamente las abundancias tedricas del compuesto natural y de los marcados
isotébpicamente. En este trabajo se ha utilizado mercurio inorgdnico enriquecido con
199Hg y metilmercurio enriquecido con 20'Hg para corregir los procesos de metilacion y
desmetilacién, respectivamente, que pueden tener lugar durante el tratamiento de
muestra. Las concentraciones de los dos trazadores se han certificado por GC-ICP-MS
mediante dilucion isotdpica inversa y se han comparado con GC-MS. Se observd que
la disolucidon de metilmercurio enriquecida en 20'Hg contenia una impureza de Hg(ll),
de manera que este hecho ha sido tenido en cuenta en los cdlculos. El procedimiento
utilizado se basa en la deconvolucion de los diferentes perfiles isotépicos que
contribuyen a los picos de Hg(ll) y MeHg propilados mediante minimos cuadrados.

Posteriormente, se establecen balances molares que permiten obtener los factores de
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transformacién y las concentraciones de Hg(ll) y MeHg corregidas, es decir, antes de
que tuvieran lugar dichos procesos. La metodologia propuesta se ha aplicado
inicialmente a agua de mar fortificada para comprobar que se corregian
adecuadamente las interconversiones, que fueron promovidas mediante irradiacion
por microondas. Posteriormente, se han optimizado las condiciones de extraccion de
las especies de mercurio a pH bdsico en muestras bioldgicas utilizando un microondas
focalizado. El efecto del reactivo derivatizante y la purificacion de los extractos
también han sido minuciosamente estudiados. Por Ultimo, se ha validado el método
desarrollado mediante el andlisis de dos materiales de referencia y con la

comparacion de los resultados obtenidos con GC-ICP-MS.
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3.2. DETERMINACION DE Hg(ll), MeHg, EtHg Y PhHg POR MICRO-
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE FASE INVERSA

Tal y como se ha mencionado con anterioridad, el acoplamiento HPLC-ICP-MS
es una de las herramientas mds potentes para la determinacion de especies
metdlicas. En el caso de compuestos orgdnicos e inorgdnicos de mercurio se suelen
utilizar columnas de fase inversa, anadiéndose un agente quelante o formador de
pares idnicos para mejorar la separacién cromatogrdfica y/o evitar la adsorcién de las
especies de mercurio en la fase estacionaria.l?2 En este sentido, el uso de L-cisteina
estd ampliamente extendido dada su capacidad para formar complejos con los
compuestos de mercurio.!35 También suele ser necesaria la adicidon de modificadores
orgdnicos para conseguir eluir los compuestos mds retenidos, o cual provoca una serie
de cambios fisicos en el plasma. Asi, el ICP-MS limita el uso de estos disolventes porque
provocan un deterioro en su comportamiento. La pirdlisis de los disolventes orgdnicos
de alta presion de vapor, como el metanol y el acetonitrilo, disminuye el poder de
jonizacién del plasma y empeora la sensibilidad.é Ademds, hay una deposicidon

continua de carbdén en los conos que ocasiona la degradacion de la sefal.47.8

La aplicaciéon de microflujos reduce el contenido orgdnico en el plasma vy
puede atenuar los problemas derivados de su utilizacién. Son mds fdciles de nebulizar,
provocan menos efecto matriz y permiten el uso de columnas microbore (0.5-2.1 mm
d.i.), que hacen posible la disminucidon del consumo de disolventes y el tiempo de
andlisis. Sin embargo, el empleo de nebulizadores neumdticos cldsicos no es
adecuado para frabajar con microflujos, ya que presentan una eficiencia de
fransporte de masa demasiado baja (<5%), lo que se fraduce en una cantidad de
analito transportada al plasma insuficiente.? Ademds, producen un aerosol grueso y
presentan un volumen muerto excesivo.”11 Para solventar estos problemas, se ha
propuesto el uso de micronebulizadores, que son capaces de generar un aerosol
estable a flujos de fase moévil del orden de unos pocos microlitros por minuto, al tiempo
que disminuyen significativamente los volimenes muertos debido a la reduccion de las

dimensiones de su capilar de muestra.12
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En este trabajo se ha estudiado el potencial del acoplamiento microHPLC-ICP-
MS como alternativa al HPLC-ICP-MS convencional para llevar a cabo la especiaciéon
de Hg?*, MeHqg, EtHg y PhHg en aguas. Los diferentes compuestos se separaron en una
microcolumna de fase inversa Interchrom (100 mm x 1 mm d.i.) Cis con un tamano de
particula de 3 um, que fue acoplada al ICP-MS mediante un micronebulizador
MicroMist-100. Para conseguir la elucion del PhHg, que queda fuertemente retenido en
la fase estacionaria, fue necesario utilizar un gradiente de metanol, el cual
compromete la estabilidad del plasma. Por consiguiente, paralelomente a la
optimizacién de la separacion cromatogrdfica de los compuestos de Hg se realizd un
estudio del comportamiento del ICP-MS al introducir distintas mezclas metanol-agua.
De esta forma se buscd reproducir los cambios fisico-quimicos que experimenta el
plasma durante el gradiente, para asi poder escoger las condiciones de nebulizaciéon

mds idoneas.

El experimento, no incluido en el articulo cientifico 4, consistio en la
infroduccién directa en el ICP-MS (sin columna cromatogrdfica) de disoluciones patrén
de 10 ug L' Hg con porcentajes crecientes de metanol (0, 2.5, 5, 7.5, 10, 12.5y 15%) a
50, 65, 80 y 95 pL min'. En primer lugar, se realizd un ajuste del caudal de gas
nebulizador, Qg, al bombear el patrén con menor contenido orgdnico para cada uno
de los caudales de liquido, de manera que se obtuviera la mdxima senal. Una vez
fjado este valor, se midid la senal y la desviacion estandar relativa, RSD, de todas las
disoluciones. A continuacién, se optimizd Qg para la disolucién de Hg con mayor
porcentaje de metanol y se procedié de manera andloga a la anterior. Los resultados
obtenidos se muestran en la Figura 3.1 y Figura 3.2, permitiendo establecer las

siguientes conclusiones:

- Cuanto mayor fue el flujo de liquido, Qi, menor valor de Qg debid ser
seleccionado para incrementar la sensibilidad: Este hecho se justifica por la
mayor carga de disolvente en el plasma, Stt, al aumentar Qi, que puede ser

paliado disminuyendo ligeramente Qg.

- Al aumentar el porcentaje de metanol fue necesario aplicar menores Qg, para
todos los Qi evaluados: Los aerosoles que contienen disolventes orgdnicos

presentan menores famanos de gota medio que los aerosoles acuosos. Esta
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disminucioén provoca una mayor eficiencia en el transporte de analito pero
también de disolvente, lo que resulta en un aumento excesivo de Siot que se
tfraduce en una supresion de la senal. Este efecto negativo se puede mitigar
aplicando un menor Qg, que permite reducir notablemente la cantidad de

disolvente orgdnico en el plasma sin disminuir excesivamente la de analito.

- Una vez fijado el valor 6ptimo de Qg para 0% de metanol, se observd que al
bombear los patrones de Hg con un contenido orgdnico creciente la senal
disminuia drdsticamente (Figura 3.1a). No obstante, esta pérdida de
sensibilidad fue mucho menos acentuada cuando se optimizd Qg para 15% de
metanol y se introdujeron las disoluciones con 12.5 y 10% de metanol (Figura
3.1b): De acuerdo con el punto anterior, la reduccién de Qg comporta una
menor carga de disolvente en el plasma y en consecuencia un aumento de
senal. Sin embargo, la sensibilidad obtenida al optfimizar Qg para 15% de
metanol es menor que para 0%, lo que indica que para este elevado
porcentaje de disolvente orgdnico no es posible corregir totalmente su efecto
negativo en el ICP-MS. Consecuentemente, al ir reduciendo el porcentaje
orgdnico se produce un menor deterioro del comportamiento del plasma, que
compensa en parte la menor eficiencia de transporte de analito, lo que resulta

en una bajada de senal mds suavizada.

- Cuando se ajusté Qg para el patrdn de Hg con un 15% de metanol, la
disminucion del contenido orgdnico condujo a RSD% significativamente
mayores que cuando se optimizdé para 0% y se aumentaron los porcentajes de
disolvente orgdnico (Figura 3.2): Para explicar estas observaciones hay que
tener en cuenta que a medida que disminuye el porcentaje orgdnico aumenta
el tamano de gota medio del aerosol, requiriendo un mayor Qg. Asi, el caudal
de gas oOptimo para un 15% de metanol no es suficiente para formar
adecuadamente el aerosol de menores contenidos orgdnicos. Esto provoca
una mayor dispersion en el tamano de las microgotas del aerosol y, en

consecuencia, una mayor imprecision de la senal.
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Figura 3.1. Efecto del porcentaje de metanol en la respuesta del ICP-MS para diferentes flujos de

fase movil, Q.. Caudal de gas nebulizador, Qqg, optimizado para (a) 0% de metanol y (b) 15% de

metanol.
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Figura 3.2. Efecto del porcentaje de metanol en la estabilidad de la senal 292Hg para diferentes
flujos de fase movil. (a) Qg optimizado para 0% de metanol (b) Qg optimizado para 15% de

metanol.
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Estas observaciones ponen de manifiesto la variacion en la capacidad de
ionizacién que experimenta el plasma durante la separacién cromatogrdfica, debido
a gue cada especie de Hg eluye con un contenido orgdnico diferente. Finalmente, se
seleccionaron dos fases moviles con un 1y 10% de metanol, permitiendo la separacion
cromatogrdfica de todas las especies en menos de 13 minutos. De acuerdo con el
experimento anterior, se realizé el ajuste diario de Qg, previo al acoplamiento, para un
patrén de 10 yg L' Hg con 5% metanol introducido a 70 uL min-!, como compromiso

entre los porcentajes de metanol utilizados

El método desarrollado se validé para aguas superficiales y subterrdneas
fortificadas con 0.5 y 10 pg L' (referido a Hg) de cada especie. Se obtuvieron
recuperaciones de 85-100%, RSDs (n = 6) alrededor del 2% vy limites de deteccion que
oscilaron entre 8 y 32 ng L-!. En consecuencia, a pesar de la contfinua variacién de
sensibilidad causada por el gradiente de modificador orgdnico, el acoplamiento

microHPLC-ICP-MS proporciond una adecuada robustez y sensibilidad.

Cabe senalar que las muestras se inyectaron directamente en el equipo sin
realizar ningun tratamiento previo, minimizando con ello los errores que pueden
conllevar la manipulacion de la muestra y las etapas de derivatizacion. Sin embargo,
las recuperaciones obtenidas para agua residual depurada y agua de mar fueron
inaceptablemente bajas, lo cual sugiere la necesidad de una purificacién previa a la

separacion cromatogrdfica para aguas con un alto contenido salino.

La pureza de los reactivos y disolventes utilizados en la fase movil resultd ser un
factor a tener muy en cuenta de cara a conseguir discernir entre la senal de analito y
el ruido de fondo para bajas concentraciones de los compuestos determinados. En
efecto, el elevado contenido de Hg que contenian algunos lotes del agente
complejante incrementd notablemente el nivel de la linea base y con ello su ruido
asociado. Ademds, el problema se agravdé con el aumento repentino que
experimenta la sefal con la llegada del gradiente de metanol, alrededor de los 5 min,

que al solaparse con el pico de EtHg dificulta sobremanera su determinacion.

En cuanto a la mejora en la eficiencia de la separacién que el uso de la

columna microbore tenia que comportar, dado el menor tamano de particula de su
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empaquetamiento, hay que senalar que no se cumplieron las expectativas, ya que se
obtuvieron anchuras de pico comparables a las proporcionadas por las columnas
convencionales. Este comportamiento andmalo se atribuyd principalmente al gran
efecto memoria del mercurio en la microcolumna y micronebulizador, asi como por el
uso de una fase estacionaria C18 poco adecuada. Sin embargo, un estudio posterior
indicé que la pérdida de eficiencia era consecuencia del ensanchamiento
extracolumna que tiene lugar en el capilar del micronebulizador utilizado. Este
fendmeno vy la solucién adoptada para corregirlo se explica detalladamente en el

artficulo cientifico 2.
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Abstract

A method based on the coupling microHPLC—microneb-ICPMS has been developed for Hg(Il), MeHg*, EtHg* and PhHg* species. Gradient
elution using methanol and L-cysteine at pH 3.0 allowed the chromatographic separation of all species in less than 13 min (total analysis time
15 min). The direct coupling of microLC to ICPMS through a Micromist nebulizer permits the analysis of environmental water without sample
pretreatment and derivatization steps. Nebulizer type. organic modifier and column length were the main parameters tested. The methanol content
and pH of the mobile phase greatly affected the retention time and sensitivity of the method. Key factors to obtain high signal to noise ratio, at
concentrations below 1 pg L~'. were found to be the nebulization step and traces of Hg present in the complexing agent. A detailed optimization of
carrier and make up gas flow rates have enabled the nebulization of the methanol gradient elution with good mass transport efficiency. low organic
solvent loading into the plasma and excellent precision.

The performance of the microHPLC-microneb-ICPMS method developed was evaluated on a surface water sample filtered (0.22 wm) and spiked
with 0.5 pg L™' (as Hg) of each species. Precision (R.S.D.. n=6) for all species of Hg varied from 0.5 to 2.1%. Detection limit. defined as three
times the standard deviation (n=6). ranged from 8ngL~" for EtHg" to 32ngL~' for PhHg* and was noticeably lower than those reported in
previous LC-based methods. Accuracy was suitable with recoveries ranging from 85 to 100% when tested at two levels (0.5 and 10pgL™") in

groundwater samples. Recovery was matrix affected when water samples of high salinity (depurated wastewater and seawater) were used.

© 2006 Elsevier B.V. All rights reserved.

Kevwords: Mercury speciation: Microbore column: Micro-liquid chromatography: Micronebulizer: Inductively coupled plasma mass spectrometry: Water

1. Introduction

Nowadays, metal speciation analysis at ultra trace levels is
needed to perform a correct assessment of the potential effects of
metal pollution [1-3]. Mercury is one of the most toxic elements
and a great concern exists to know the levels of its chemical
forms in the environment. It is now present worldwide at levels
that may adversely affect humans and wildlife [4]. Even under
current regulations, many uses of mercury may not only result in
the release of the most studied mercury compounds to the global
environment, elemental mercury and methylmercury, but also in
other organomercurials, such as phenylmercury or ethylmercury,
although to a much lesser extent.

* Corresponding author. Tel.: +34 964 728068: fax: +34 964 728066.
E-mail address: roig@exp.uji.es (A.F. Roig-Navarro).

0003-2670/$ — see front matter © 2006 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.aca.2006.06.024

The most common methods applied for mercury speciation
are based on the use of gas chromatography (GC) [3.5-9] or
liquid chromatography (HPLC) [2.10-18] coupled to element-
specific detection. GC is normally preferred for non-polar,
volatile species or species which are able to form easily
derivates without uncontrolled changes of the compound in the
derivatization/separation processes involved [1.13]. However,
HPLC techniques are better suited for polar species separation,
and in principle might be advantageous for organomercury and
inorganic mercury speciation. In addition, the use of HPLC
could simplify sample treatment and eliminate the derivati-
zation step, and it is easier to automate and is more flexible,
as there are more separation mechanisms available (such
as reversed-phase, ionic, ion pairing ...) [17,18]. However,
HPLC methods are typically less sensitive than GC ones,
which is an important drawback when faced with real samples
[17.19].

151



Capitulo 3 Carstillo et al./ Anal.Chim. Acta 577 (2006) 18-25

152



Capitulo 3 Castillo et al./ Anal.Chim. Acta 577 (2006) 18-25

ANALYTICA CHIMICA ACTA

Anal. Chim. Acta, 577 (2006) 18-25

Received: 13 March 2006; Accepted: 12 June 2006; Published online: 16 June 2006 in ScienceDirect
(www.sciencedirect.com) DOI: 10.1016/j.aca.2006.06.024

Method optimization for the determination of four mercury species by
micro-liquid chromatography-inductively coupled plasma mass

spectrometry coupling in environmental water samples

A. Castillo, A.F. Roig-Navarro, O.J. Pozo

Research Institute for Pesticides and Water, Universitat Jaume |, E-12071 Castelld, Spain

ABSTRACT

A method based on the coupling microHPLC-microneb-ICPMS has been developed for
Hg(ll), MeHg*, EtHg* and PhHg* species. Gradient elution using methanol and L-cysteine at pH 3.0
allowed the chromatographic separation of all species in less than 13 min (total analysis time 15
min). The direct coupling of microLC to ICPMS through a Micromist nebulizer permits the analysis
of environmental water without sample prefreatment and derivatization steps. Nebulizer type,
organic modifier and column length were the main parameters tested. The methanol content
and pH of the mobile phase greatly affected the retention time and sensitivity of the method.
Key factors to obtain high signal to noise ratio, at concentrations below 1 ug L', were found to
be the nebulization step and fraces of Hg present in the complexing agent. A detailed
optimization of carrier and make up gas flow rates have enabled the nebulization of the
methanol gradient elution with good mass transport efficiency, low organic solvent loading into

the plasma and excellent precision.

The performance of the microHPLC-microneb-ICPMS method developed was evaluated
on a surface water sample filtered (0.22 um) and spiked with 0.5 ug L' (as Hg) of each species.
Precision (R.S.D., n = 6) for all species of Hg varied from 0.5 to 2.1%. Detection limit, defined as
three times the standard deviation (n = 6), ranged from 8 ng L™! for EtHg* to 32 ng L' for PhHg*
and was noticeably lower than those reported in previous LC-based methods. Accuracy was
suitable with recoveries ranging from 85 to 100% when tested at two levels (0.5 and 10 yg L) in
groundwater samples. Recovery was matrix affected when water samples of high salinity

(depurated wastewater and seawater) were used.
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1. INTRODUCTION

Nowadays, metal speciation analysis at ulira trace levels is needed to perform a correct
assessment of the potential effects of metal pollution [1-3]. Mercury is one of the most foxic
elements and a great concern exists to know the levels of its chemical forms in the environment.
It is now present worldwide at levels that may adversely affect humans and wildlife [4]. Even
under current regulations, many uses of mercury may not only result in the release of the most
studied mercury compounds to the global environment, elemental mercury and methylmercury,
but also in other organomercurials, such as phenylmercury or ethylmercury, although to a much

lesser extent.

The most common methods applied for mercury speciation are based on the use of gas
chromatography (GC) [3,5-9] or liquid chromatography (HPLC) [2,10-18] coupled to element-
specific detection. GC is normally preferred for non-polar, volatile species or species which are
able to form easily derivates without uncontrolled changes of the compound in the
derivatization/separation processes involved [1,13]. However, HPLC techniques are better suited
for polar species separation, and in principle might be advantageous for organomercury and
inorganic mercury speciation. In addition, the use of HPLC could simplify sample treatment and
eliminate the derivatization step, and it is easier to automate and is more flexible, as there are
more separation mechanisms available (such as reversed-phase, ionic, ion pairing ...) [17,18].
However, HPLC methods are typically less sensitive than GC ones, which is an important

drawback when faced with real samples [17,19].

Mercury compounds usually require the addition of a chelating or ion-pair reagent, such
as L-cysteine [10,12,14,19] in reversed-phase LC separations in order to improve separation and to

avoid adsorption of mercury compounds to the stationary phase [11,12].

ICPMS is one of the most atftractive detection systems for elemental speciation in HPLC-
based methods owing to the excellent detection limits reached (sub-ppb or lower for most
elements), its multi-element capability, wide linear dynamic range and its ability to measure
isotope ratios [15,19,20]. Although regarded as straightforward, LC-ICPMS coupling shows some
limitations. Typically, classical nebulizers produce a rather coarse aerosol [21], suffer from low

analyte fransport efficiencies (<5%), are inadequate for low flow rates of eluent and generate
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large dead volumes [16,20,21]. Moreover, the infroduction of organic solvents resulfs in physical
changes of the plasma, and carbon deposits may also be formed on the cones causing signal
degradation over fime. Thus, the organic modifier of HPLC mobile phases causes a diminufion in
the ionization power of the plasma and contributes to an increase in the background noise
[14,15,22].

To minimize problems pneumatic nebulizers should be operated at conditions (liquid and
gas flow rates) where efficiency is practically independent of the flow rate. Otherwise, variations
in flow rate stability may greatly affect the accuracy and reproducibility of the observed
detector count rate [22]. The flow rate can be affected by variations in the organic modifier
confent of the mobile phase; hence this fact can be of capital importance when gradient

elution is used.

Coupling microbore HPLC through a micronebulizer to ICPMS results in a stable, finer
aerosol, the amount of solvent infroduced into the plasma is reduced and the analyte mass flow

increases [23].

Major advantages claimed for microbore columns (0.5-2.1 mm i.d.) [15] are increased
sensitivity and better resolution power. Reduction of the internal diameter should increase the
relative peak concentration, and the reduced transversal diffusion of the analyte should also
provide smaller peak widths [20]. Other advantages, such as reduced use and waste of solvents
should depend on the primary flow of the pumping system. On the other hand, the global dead
volume of the system has to be minimized to use microbore columns. Namely, extra column band
broadening could take place in the end fittings and joints, connecting fubing, air bubbles in the

system, etc. [16,20].

The coupling microHPLC-microneb-ICPMS is an apparently interesting alternative fo
conventional HPLC-ICPMS. However, there are few papers published to date and the use of
microbore columns has not yet been established as a routine methodology [1,19,20], as this is a

subject that has been scarcely explored.

In the present work, the potential of microHPLC-ICPMS is investigated to check whether
an improvement of sensitivity for mercury speciatfion could be attained. A method based on a
methanol gradient fo separate the most widely studied species (Hg(ll) and MeHg*) and also the
less investigated species (EtHg* and PhHg*) has been optimized. Composition of the mobile
phase (mainly pH and percentage of methanol) and length of the reversed-phase microbore
column have been the main separation parameters studied. In addition, a detailed study on the

selection of nebulizer type and nebulizer gas flows has been also carried out. Finally, the
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analytical methodology developed has been applied to spiked environmental water samples for

method validation.

2. EXPERIMENTAL

2.1. Instrumentation

The microHPLC system consisted of an Agilent 1100 Series (Agilent, Waldbronn, Germany)
binary pump, and auto injector with a programmable sample loop (20 yL maximum). Separations
were performed on two Interchrom (Montlucon, France) reversed-phase microbore columns (150

mm x 1 mm, 3 um and 100 mm x 1 mm, 3 um).

The microbore column was connected to a Micro Mist, PFA-100 and Babington nebulizer
via 30 cm of PEEK capillary fubing (0.125 mm i.d.). A Hewlett-Packard 4500 ICPMS (Yokogawa
Analytical Systems, Tokyo, Japan) was used in this work and operational condifions are

summarized in Table 1.

The “fime resolved analysis” mode from HP4500 control software was used for
microHPLC-ICPMS data acquisition.

The most abundant mercury isotope, 22Hg was monitored in this study. The instrument
was tuned at m/z = 202 using a continuously aspirated mercury solution (10 ug L") containing 5%
of methanol made up in double deionized water filtered through a 0.22 um membrane. Before
the LC system was coupled to ICPMS, HNOs 1% was aspirated for 1 h in order to minimize the

background signal due to the mercury memory effect [2].

2.2. Standards and reagents

Hg(NOs)2, 1000 mg L' Hg (analytical reagent, a.r.) and CeHsHgl (a.r.) were purchased
from Baker (Deventer, Holland) and Fluka (Buchs, Switzerland), respectively. CHsHgl and
CH3CH2HgCl salts were obtained from Alfa Products (Johnson Matthey, Royston, Hertfordshire, UK)
and were used without further purification. The stock standard solutions of methylmercury,
ethylmercury and phenylmercury were prepared by dissolving the respective salts in HPLC-grade
methanol (Baker), in acetonitrile (Scharlau)-methanol (3 + 20), and in acetonitriie-methanol (3 +
10). respectively. These solutions contained around 1000 mg L' Hg each and were preserved
with 0.5% (v/v) HCI (a.r., Baker) [24] and maintained at 4 °C in amber-colored glass boftles.
Appropriate dilutions of stock solutions were prepared daily by weight using double deionized

water in order to obtain the required concentration.
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Mobile phases were prepared from L-cysteine (Biochemika, Fluka), methanol and

ammonium acetate (NH4Ac) generated in situ from acetic acid (frace select, Baker) and

ammonium hydroxide (tfrace select, Fluka). The pH was adjusted by adding HCI.

All the aqueous solutions were prepared with Nanopure Il (Barnstead, MA, USA) (18.2 MQ

cm) water.

Table 1. Optimized operational conditions and gradient programme for microHPLC-ICPMS

ICPMS HP 4500
Forward power 1500 W
Plasma gas flow Ar, 15 L min'
Auxiliary gas flow Ar, 1L min"!
Carrier gas flow Ar, 0.49 L min-!
Mcake up gas flow Ar, 0.53 L min-!
Sample depth 5.2 mm
Monitoring masses m/z = 202

Acquisition mode

Integration time/mass

Electron multiplier

Spray chamber

microHPLC system

Time resolve analysis
s

-1910V

2°C

Capillary HP1100

Column Interchrom ODB (100 mm x 1 mm, 3 um)

Flow-rate 70 yL min-!

Injected volume 20 uL

Time (min)
0 3 12 12.1 15
Gradient programme

% A 100 0 0 100 100
% B 0 100 100 0 0

Mobile phase A: 1% MeOH, 0.01 M NHsAc, 0.05% L-Cysteine, pH 3.0 with HCI; B: 10%
MeOH, 0.1 M NHsAc, 0.5% L-Cysteine, pH 3.0 with HCI.
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2.3. Method development

In a first step, the most suitable nebulizer was selected by taking into account its ability to
aspirate the organic modifier with a minimum signal decreasing. Afterwards, isocratic injections of
10 ug L7 of the individual mercury species were administered to investigate the chromatographic
behavior. Then, an optimization of the chromatographic gradient and ICPMS parameters were
carried out with a mixture of the mercury species at a concentration level of 10 ug L' each.
Precision and detection limits were obtained in a spiked (0.5 ug L) surface water sample, filtered
through a 0.22 ym pore diameter membrane and analyzed in sextuplicate. Accuracy was
assessed by spiking (n = 2) groundwater, depurated urban wastewater and seawater samples at
two concentration levels: 0.5 and 10 pyg L. Spiked solutions were prepared daily (by weight) by

diluting the appropriate amount of mercury standards of 50 ug L' in a real water sample.

2.4. Recommended procedure

A 20 uL aliquot of a water sample filtered through a 0.22 um pore diameter membrane is
directly injected into the microHPLC-ICPMS system. Reversed-phase separation is carried out with
a 100 mm length microbore column (1 mm i.d., 3 um) by gradient elution (Table 1) using two
mobile phases: A (0.05% L-cysteine, 1% MeOH, 0.01 M NH4Ac, pH 3.0) and B (0.5% L-cysteine, 10%
MeOH, 0.1 M NHsAc, pH 3.0) at a flow rate of 70 uL min~1. The outlet of the LC system is coupled to
the ICPMS through Micromist nebulizer. Performance of the ICPMS (nebulizer flow rates) is
checked daily and optimized (signal intensity and precision) by aspirating a 10 ug L' Hg solution

in 5% methanol.

3. RESULTS AND DISCUSSION

3.1. Optimization of micro-HPLC-ICPMS

The method applied in this work is based on the formation and subsequent
chromatographic separation of metal-cysteine complexes by reversed-phase LC with ICPMS
detection. In order to elute organometallic—cysteine complexes, the addition of an organic
modifier was required. The amount of this organic modifier has a stronger effect on the retention
time of PhHg*, the organomercury compound with the larger organic group. This is in agreement
with Houk and co-workers [16], who employed acetonitrile as an organic modifier. On the other
hand, two main problems were found to be associated with the use of an organic modifier: the
impossibility to chromatographically resolve Hg(ll) and MeHg* (the less retained species, only

effectively separated at a low content of organic modifier), and the diminution of the peak areas
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when the percentage of organic modifier increased, which is necessary for the elution of PhHg*.

The signal decreasing could be explained since more solvent vapor reached the plasma [22].

3.1.1. Selection of the nebulizer and organic modifier

Interfacing microHPLC to ICPMS is a critical step, since the nebulizer type affects mass
fransport, especially when an organic modifier must be used, and nebulizer dead volume could
decrease resolution. In this work, two micronebulizers, PFA-100 and Micromist, were compared to
the classical Babington nebulizer (used here as a reference). A solution containing 50 ug L' Hg
with variable amounts of acetonitrile was pumped at 100 uyL min~! and the respective signals
were measured in order to check the effect of the organic modifier using the three different
nebulizers. As Fig. 1 shows, the lowest sensitivity was found for the Babington type as expected,
given its low mass transfer, with the signal decreasing close to zero for a 3% acetonitrile content.
Using the two micronebulizers, a five-fold higher signal was achieved in the absence of
acetonitrile, although a significant decrease was observed at low percentages of this modifier.
Thus, PFA-100 counts decreased 15-fold when the acetonitrile concentration was raised to 3%,
while these counts only decreased three-fold for the Micromist nebulizer. Hence, Micromist was

used in subsequent experiments.

40000 1 —e— Micromist
“--a PFA-100
: --X:= Babington
A
30000 1°
i |
12]
c
S
§ 20000 A
©
c |
2
(7)]
10000 A
X
0
0 1 2 3 4 5

% ACN (w/w)

Figure 1. Average signal obtained with different nebulizers for a mercury solution with increasing

concentrations of acetonitrile.

Afterwards, the most appropriate organic solvent to elute PhHg* (the species with the

highest retention time) was searched. Two mobile phases, based on acetonitrile and methanol,
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were pumped through the 150 mm microbore column. Sensitivities in 15% methanol and in 4%
acetonitrile were similar. However, PhHg* eluted at around 9 min with the mobile phase
containing 15% methanol, while more than 20 min were required for the other one. Consequently,

methanol was used as the organic modifier in the following experiments.

3.1.2. Selection of mobile phase

Some parameters, mainly pH and organic modifier, were evaluated in order to achieve
the maximum sensitivity, reproducibility and resolution with the minimum analysis time. For these
experiments, mixed standard solutions containing 10 ug L' (as Hg) for each species were

injected in the reversed-phase microbore column (150 mm x 1 mm, 3 ym).

Changes in buffer concentration (NHsAc: 0.1-0.6 M) and complexing agent (L-cysteine:
0.5-1.5%, m/v) did not affect the chromatogram significantly. 0.1 M NHsAc and 0.5% (m/v) L-
cysteine were selected to minimize not only the amount of dissolved salts in the mobile phase,
but also the background noise and the baseline signal. It should be noted that no peaks were
obtained in the absence of L-cysteine. These results could be explained by the adsorption of non-
complexed mercury compounds in the stationary phase, which is apparently related with the
intferaction between positively-charged analytes and the free silanol groups of a silica-based

reversed-phase packing [25].

In relation to pH, mobile phases with a pH ranging from 3.0 to 5.7 were prepared to
evaluate its effect on retention fimes. As shown in Fig. 2, the pH of the mobile phase caused a
slight, but not significant, decrease on the retention time of Hg(ll), MeHg* and EtHg*. These results
are in agreement with those previously reported by Wan et al. [14]. However, the elution time for
the PhHg*, a species not analyzed by Wan, notably decreased at a low pH. Decreasing the
retenfion time for all species with the pH diminution might be afttributed to the acid-base
properties of the L-cysteine, the complexing agent, although the reason remains unclear. Some
explanation could be hypothesized: after the formation of the stable complex between L-
cysteine and Hg by the formation of Hg-SR bond, the deprotonated carboxilate group of
cysteine can self-interact with the Hg atom of the complex at higher pH generating a six-member
ring compound. Subsequently, hydrophobic interactions of analytes with the stationary phase
could be enhanced increasing in this way the retention time. As the pH decreases, protonation of
carboxylic group becomes significant and the self-interaction with Hg may eventually disappear.
The open structure generated can be considered more accessible to water and, in this new

conditions, hydrophobic interactions with stationary phase becomes less significant. Thus,
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retentfion time would decrease with pH lowering, and the effect is more intense for the more

retained compound.

257
20 1
=
£
o}
157
£ =< Hg(ll)
c —=— MeHg*
g —— EtHg"
8 10 1 —®—PhHg*
3]
@
57 [ —
0
25 3 35 4 4.5 5 55 6

pH
Figure 2. Effect of pH on retention time. Each mercury species was present at 10 ug L. A mobile phase

containing 5 % of methanol was pumped through the microHPLC-ICPMS.

This hypothesis should, however, be proved, and further experiments will be needed. A
pH of 3.0 was chosen as optimum, since lower values were not checked as they could damage

the silica-based column.

Finally, the effect of methanol content (5, 10 and 15%, w/v) was checked. None of the
content assayed was regarded satisfactory with the 150 mm column. An increasing percentage
of methanol decreases retention fime (mainly for PhHg*), but also causes a two- fo three-fold

reduction in the peak areas.

A shorter column (100 mm), together with gradient elution (Table 1) was necessary to
avoid coelution of Hg(ll) and MeHg*, and to elute PhHg* at around 12 min with appropriate

sensifivity.

Two mobile phases with different percentages of methanol (A 1% and B 10%) were used
according to the following time program (Table 1): from 0 to 3 min methanol content increased
from 1 to 10%; from 3 to 11.9 min, 10% methanol; and from 12 min, 1% methanol. Fig. 3d shows the
chromatogram (solid line) obtained for a 10 ug L' of each mercury species and the methanol

gradient (dashed line) reaching the plasma, where the dwell and dead volumes of the system
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have been taken into account (around 2.5 min delay). The first step of the gradient program (3

min) was enough fo achieve baseline resolution of Hg(ll) and MeHg*.

MeHg+ MeHg+ E[Hg*’
200004 Ha(ll 20000
+ a) 0. min-~ . min-
EtHg 0.60 L min-t Ha(t) b) 0.57 L min-L
15000 1 15000
10000 10000
PhHg*
50001 PhHg* 50001 9
EtHg*
MeHg* (c) 0.55 L min-t (d) 0.53 L min-t
200001 EtHg*
Hg(l)
15000 15000 T | 10% MeOH
g
5000 1 5000
F=== L 1% MeOH

20 40 6.0 8.0 100 12.0 140
Figure 3. (0-d) Effect of the make up gas flow rate on the chromatographic signals. MicroHPLC-ICPMS
separation of mercury compounds using the gradient programme (see text). 10 ug L' of each mercury
species was injected, injection volume 5 uL. Dotted line shows percentage of methanol reaching nebulization

step and plasma calculated considering the dwell and dead volumes of the system (2.5 min delayed).

Subsequently, an increase in methanol concentration to 10%, led to retention times for
EtHg* and PhHg* of 4.8 and 12.5 min, respectively. The column was ready for the following

injection after the final step of the gradient program (total analysis time, 15 min).

The baseline increment at around 5 min, that overlaps EtHg* peak, was related to the Hg
contamination of reagents together with the effect of the increased methanol content which

reached the nebulizer and the plasma.

Elimination of baseline fluctuations was required to obtain significantly different analyte

signals from the background at concentrations below 1 ppb. To this aim, optimization of the
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nebulizer system appeared as a key parameter. Testing the baseline noise and signal due to Hg

contamination of reagents was also required.

3.1.3. Improvement of signal to noise ratio (S/N)

Several strategies were followed to improve the sensitivity of the method in order to

reach LODs below 0.1 ug L.

Firstly, the nebulization system as a critical part of the coupling was optimized. For a
constant value of carrier gas flow rate (0.49 L min~'), a make up gas flow was seen to be critical.
Fig. 3 shows the different effect that a make up gas flow induces on the signals of Hg(ll) and
MeHg* (the species eluted with 1% methanol), EtHg* and PhHg* (those eluted with 10% methanol)
and on the baseline. Higher values of make up gas flow rate (0.6 L min1) bring about the highest
S/N for Hg(ll) and MeHg* as well as a flat baseline. Lower flow rates (0.53 L min-') enhance S/N for
EtHg* and PhHg*, but considerable baseline fluctuations are observed when 10% methanol
arrives at nebulization system (see the drift at around 5 min and the methanol gradient

concenfration reaching the nebulizer and plasma as seen in Fig. 3).

It would appear that an increase in the make up flow rate improves the aerosol fransport,
allowing more analyte to be fransported to the detector. However, a larger efficiency in mass
fransport also results in a greater quantity of methanol reaching and destabilizing the plasma. For
this reason, the optimum make up flow for 10% methanol was lower. Therefore, an accurate
optimization of nebulizer system and plasma conditions is necessary. A 10 yg L=! mercury solution
containing 5% methanol (as a compromise between the two mobile phases) was finally selected,

to check the best nebulizer flow rates prior to the coupling on a daily basis.

As found in the literature however, frace mercury contamination of reagents [13,14]
significantly affects background and noise of LC chromatograms. In the present work,
background signal were found to depend on the lot of cysteine. Mercury content (not reported
on the label) randomly varied between reagent bottles and caused different baseline levels and
noises. Fig. 4 shows the chromatogram obtained when two lots of L-cysteine were used.
Consequently, a careful testing of the chelating reagent lot should be performed before mobile

phase preparation in order to obtain higher S/N at low concentrations (<1 pug L™).

Finally, the injection volume was raised from 5 yL (usual in microbore HPLC) to 20 pL. A
four-fold increase in peak area was obtained while peak shape or resolution were not

significantly worse.
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It should be noted that other columns with a different functionalization might allow the
elution of PhHg* with a lower methanol content as well as a separation in isocratic condifions,
which thus leads to stable plasma ionization with better signal-to-noise ratios and background,

and to methods with lower detection limits.

EtHg* e lIGNEF HG CONtENt Ot
2
5000 ___ LowerHgcontentlot
i (random effect)

4000

3000

20004

1000

2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00
Figure 4. Chromatogram of the four mercury compounds (1 ug L' of each mercury species, injection volume

5 uL) showing the effect of different lots of complexing agent on baseline level and S/N.

3.2. Analytical figures of merit

Precision and detection limits of the microHPLC-ICPMS method developed were
evaluated on a surface filtered water sample (0.22 ym) and spiked with 0.5 ug L™! (as Hg) of each

species (Fig. 5).

Precision (n = 6) for all species varied from 0.5 to 2.1% R.S.D. and was usual for this kind of
matrix. The detection limit, defined as three fimes the standard deviation of the fortified
concenfration (n = 6), ranged from 8 ng L-! for EtHg* to 32 ng L' for PhHg* and was noticeably
lower than most of the previous LC-based methods (Table 2). Linearity was tested from 0.1 fo 10
Jg L' and provided correlation coefficients around 0.999. Accuracy was assessed by spiking (two
levels: 0.5 and 10 ug L") three environmental waters (n = 2): groundwater, depurated urban
wastewater and seawater. Recoveries varied from 85 to 105% (Table 3) for the two levels assayed
in groundwater. When depurated water (with a conductivity of 7500 yS cm-') was analyzed

recovery for Hg(ll) (eluted near the dead volume) decreases to 50% or below. Decrease in
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recovery can also be observed in seawater (>25,000 uS cm-') for all species with the exception of
PhHg* at the higher concentration assayed (10 ug L™'). The low recovery found in high saline
samples (due to plasma ionization power decreasing) leads to matrix elimination before analysis.
It should be noted that 0.18 ug L=! of PhHg* were found for the groundwater analyzed. This result

supports the need to also develop methods for species other than Hg(ll) and MeHg*.

6000 EtHg"
5000
MeHg*
4000
Hg(Il)
3000
PhHg*
2000
1000
2.00  4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00

Figure 5. Chromatogram of a surface water sample spiked with 0.5 uyg L' (as Hg) of each species. Injection

volume 20 L. See completely chromatographic conditions in the text

Regarding detection limits, other methods based on atomic fluorescence detection
[12,13], as a sensitive detection system for mercury, showed a lower sensitivity, probably owing to
a decrease of S/N caused by (photo)chemical steps needed to generate atomic vapor without
quenching the fluorescence of Hg. An early work [16] was based on micro LC coupled to ICPMS
through a direct injection nebulizer (DIN). This nebulizer produces a very fine and stable aerosol
directly to the plasma. However, the large percentage of organic solvent used in the mobile
phase (20% acetonitrile) should destabilize the plasma, increase the noise and preclude the
determination at very low Hg concentrations, achieving LOD of around 4000 ng L. Substantially
lower detection limits (around 5 ng L7') have been reported for the LC-ICPMS method by
Martinez Blanco et al. [17] after a preconcentration step (100:1), although EtHg* and PhHg* were
not analyzed. No methanol was needed, therefore no degradation of signal was obtained given
the use of the organic modifier. Despite the more favourable plasma conditions LOD's from the
direct method, without the preconcentration step, were around 500 ng L' which are notably

higher than those obtained in the present work (below 30 ng L).
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The method developed in this work is robust and sensitive, despite the methanol gradient
used that continuously modifies nebulization step and destabilizes the plasma. The use of a
Micromist nebulizer, with an accurate opfimization of gas flows (carrier and make up), fogether

with the microLC system are regarded as the key parameters.

Regarding chromatographic features found in the present work, peak widths (from 30 s
to 1 min) are similar to those obtained with normal bore HPLC [12,13,17]. Those unexpected large
peak widths for microbore HPLC were also obtained by Houk et al. [16], who explained the width
based on memory effect of mercury in the nebulizer and column. However, the peak widths
dependence on ion pairing reagent and the percentage of organic modifier [16] indicates that
column performance should also to be tested. Perhaps, the use of new C18 stationary phases,
together with an accurate optimisation of the chromatographic separation, generates the
expected narrow peak widths for microbore columns. These widths are an important parameter
for baseline resolution between Hg(ll) and MeHg* and are currently under study for different

concenfration ratios Hg/MeHg.

4. CONCLUSIONS

The potential of microHPLC-ICPMS in mercury speciation has been investigated in this
paper. This combination has allowed the simultaneous determination of Hg(ll), MeHg*, EtHg* and
PhHg* in water at a very low concentration (LOD's below 0.03 ug L™'), using L-cysteine as an Hg

complexing agent, and methanol gradient elution, at pH 3.0.

Compared to conventional HPLC-ICPMS, the application of microflows reduces the
amount of solvent infroduced into the ICP, thus improving the method sensitivity as the use of an

organic modifier decreases the ionization power of the plasma.

One instfrumental key factor has been the optimization of the nebulization system (carrier
and make up gas flows) in order to obtain the nebulization of the methanol gradient elution with
good mass fransport efficiency, a low organic solvent loading into the plasma and good

precision.

Another important factor has been the purity of reagents, especially the Hg content of
the complexing agent L-cysteine. Traces of Hg as a contaminant varied vastly with the lot
number of that reagent. Thus, a worsening of the S/N ratio due to contamination becomes more
significant at a low concentration of analyte as it prevents the analysis of Hg species with a

suitable sensitivity.
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The results expected after using the microHPLC-microneb-ICPMS system have been
partially accomplished. The claimed very thin chromatographic peaks have not actually been
obtained, which might be accounted for by the large dead volume of the double pass spray
chamber utilized, by the injection volume (20 L) used to improve sensitivity (maybe too high for

the microbore column used) and also by the HPLC column performance itself.

The sensitivity obtained, although better than with conventional HPLC, has been lower
than that expected for this coupling. This might be a result of an insufficient mass transport and
desolvation of the nebulization system used. At present, different nebulizers with, a priori, higher
efficiency, together with distinct spray chambers (with lower dead volumes) are currently under
study. In addition, columns with modified C18 stationary phases (different performances) are
being studied in order to permit a lower organic content in the mobile phase to elute PhHg*, and
to possibly conduct separation in isocratic conditions. Finally, matrix effect (owing to saline

content) minimization is also under study.

Thus, microHPLC-ICPMS has been found to be less sensitive and presented wider
chromatographic peaks than expected. Despite this fact, the direct coupling of microlLC to
ICPMS through a Micromist nebulizer permits the sensitive determination of the four Hg species in
environmental water by direct injection of the sample, i.e. without any sample pretreatment. This
fact minimizes certain difficulties and errors associated with sample manipulation and

derivatization steps.
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3.3. APLICACION DEL METODO DE ESPECIACION DESARROLLADO AL
ESTUDIO DE LA PRESENCIA DE Hg EN EL ACUIFERO DE LA PLANA DE
CASTELLON

Tal y como se ha resefado en el capitulo anterior, se ha llevado a cabo un
estudio preliminar sobre la presencia de distintas especies organometdlicas en el
acuifero de la Plana de Castellon, que tenia como principal objetivo establecer una
red de vigilancia sobre la evolucién de la concentracién de estos compuestos. En el
caso del mercurio, las especies monitorizadas fueron Hg(ll), MeHg, EtHg y PhHg,
utilizando para ello el método de separacién de micro-cromatografia liquida de fase

inversa que se acaba de describir en el articulo cientifico 4.

Las muestras analizadas, procedentes de los mismos pozos que se muestrearon
para el arsénico y selenio, asi como su localizacién estdn recogidas en la Tabla 2.1 y la
Figura 2.1 (ver capitulo 2). Como se puede observar en la Tabla 3.1, la presencia de
compuestos organomercyricos puede considerarse puntual. El metilmercurio, ha sido
detectado sélo en cinco de las aguas (A10, ABT, V9, V15 y AN1), y siempre a un nivel
de concentracion igual o menor de 0.03 ppb. Cabe senalar que este compuesto ha
aparecido siempre en una proporcidn aproximada de 1:10 respecto al mercurio
inorgdnico. El etiimercurio y feniimercurio han sido detectados sdlo en dos muestras
(diferentes para cada especie). En el caso del positivo en fenilmercurio, la
concentracién hallada fue de 0.95 ppb (cinco veces superior al Hg inorgdnico) en la
muestra V7. Esta muestra es interesante desde el punto de vista del origen de la
contaminacién, puesto que se considera que el fenilmercurio es producto
exclusivamente de la actividad humana. Por lo tanto, habria que insistir en el control

de esta muestra en particular.

De nuevo, hay que remarcar que para evaluar convenientemente la calidad
del agua del acuifero es imprescindible conocer la variabilidad temporal de las
concentraciones obtenidas, asi como analizar otro tipo de muestras (aguas residuales,
fangos...). Por ello, el uso de métodos basados en microHPLC-ICP-MS, que reducen
significativamente el tiempo de andlisis, aparece como una interesante alternativa a

los métodos convencionales.
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Tabla 2.2. Concentracion de las especies de Hg encontrada en las muestras de agua

analizadas
Etiqueta Hg(lll)/ug L MeHg/ug L EtHg/pg L PhHg/ug L
Vi 0.09 nd nd nd
V2 0.18 nd nd nd
V3 0.79 nd nd nd
V4 0.78 nd nd nd
V5 nd nd nd nd
Vé 0.13 nd nd nd
V7 0.18 nd nd 0.95
V8 0.84 nd 0.08 nd
V9 0.11 0.03 nd nd
V10 nd nd nd nd
V11 nd nd nd nd
V12 0.09 nd nd nd
V13 nd nd nd 0.06
V14 0.10 nd nd nd
V15 0.27 nd nd nd
V16 0.08 0.02 nd nd
V17 0.59 nd nd nd
V18 0.22 nd nd nd
V19 0.67 nd nd nd
AV1 nd nd nd nd
AV2 nd nd nd nd
AV3 nd nd nd nd
AV4 0.13 nd nd nd
X1 0.07 nd nd nd
X2 1.00 nd nd nd
X3 0.20 nd nd nd
AX1 0.06 nd nd nd
AX2 0.06 nd nd nd
AX3 0.05 nd nd nd
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Tabla 2.2. (continuacion)

Al nd nd nd nd
A2 nd nd nd nd
A3 nd nd nd nd
A4 nd nd nd nd
A5 nd nd nd nd
Aé nd nd nd nd
A7 nd nd nd nd
A8 nd nd nd nd
A9 nd nd nd nd
A10 0.08 0.02 0.02 nd
AN1 0.30 0.02 nd nd
AN2 nd nd nd nd
AB1 0.09 0.01 nd nd
AB2 1.36 nd nd nd
L1 0.08 nd nd nd
AE] 0.29 nd nd nd
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3.4. DETERMINACION DE Hg(ll) Y MeHg EN TEJIDOS DE PESCADO
MEDIANTE ESPECTROMETRIA DE MASAS MOLECULAR Y DILUCION
ISOTOPICA ESPECIFICA

Como se ha comentado anteriormente, el mercurio estd considerado como un
elemento altamente tdxico, especialmente cuando se encuentra en forma de MeHg.
Este compuesto es liberado al medio como consecuencia de varias actividades
antropogénicas asi como por la metilacion de Hg(ll) en entornos acudticos. Alli entra
en la cadena tréfica de diferentes organismos marinos, pudiéndose biomagnificar en
peces predadores en un factor de 105-107, lo que incrementa peligrosamente su
concentracion.! En consecuencia, el consumo de pescado supone uno de los
mayores riesgos de contaminacién de mercurio para los humanos, por lo que se han
emitido diferentes directivas que regulan los niveles de estos compuestos en diferentes
productos alimentarios de origen marino. Sin embargo, la determinacién de Hg(ll) y
MeHg en matrices complejas no es tarea fdcil2 ya que durante las etapas de
preparaciéon de muestra y separacion suelen producirse reacciones de metilacién y
desmetilacién que conducen a resultados errdneos.34 Por lo tanto, el desarrollo de una
metodologia de rutina rapida, econdmica vy fiable, capaz de corregir estos procesos,

seria sin duda muy bien acogida por muchos laboratorios de andilisis.

El uso del andlisis por dilucion isotdpica en la modalidad de trazadores multiples
permite cuantificar la extensidén tanto de la metilacidbn como de la desmetilacién,
proporcionando la concentracion exacta de Hg(ll) y MeHg.5 Para este propdsito, se
anaden a la muestra ambos compuestos enriquecidos en un isétopo distinto y se
equilibran con los compuestos enddgenos antes de que tenga lugar ninguna reaccién
de transformacién. En los Ultimos afos se han publicado varios trabajos para aguas,
sedimentos y tejidos bioldgicos que emplean mds de un trazador.é Todos estos
métodos hacen uso de una técnica de separacion cromatogrdfica, principalmente
GC, acoplada a ICP-MS. No obstante, el elevado coste del ICP-MS (en términos de
adquisicién 'y mantenimiento) asi como la necesidad de personal altamente
cudlificado hace que este acoplamiento no sea el mds adecuado en laboratorios de

ensayo. En cambio, el uso de la instrumentacion GC-EI-MS, mds econdmica, menos
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sofisticada y ampliamente extendida, aparece como una prometedora alternativa
para llevar a cabo andlisis de rutina por dilucién isotdpica en la modalidad de
trazadores multiples. Sin embargo, al tratarse de una técnica molecular, se complica
de manera notable la medida de las relaciones isotépicas elementales, debido a que
éstas se combinan con las relaciones isotdpicas del C, H, N, O... presentes en los
ligandos del metal. Ademds, la coelucion de otfros compuestos orgdnicos puede
generar iones interferentes. Por consiguiente, para obtener resulfados exactos es
necesario utilizar ecuaciones matemdticas que corrijan estas contribuciones, asi como
aplicar etapas de purificacion al final de la preparacién de la muestra.7.2 Hasta ahora,
todos los métodos basados en el andlisis por dilucién isotépica con GC-EI-MS emplean
un solo frazador, por lo que no serian capaces de corregir las interconversiones de

especies derivadas de la determinaciéon de Hg(ll) y MeHg en muestras sélidas.

La deconvolucién de perfiles isotépicos (IPD) es un procedimiento de cdiculo
gue consiste en descomponer el perfil isotépico medido, resultante de la mezcla de
varios compuestos, en sus componentes originales mediante regresion lineal
multivariante.? Aungue inicialmente su uso se limité a la evaluacidon de la pureza
espectral,?10 en los Ultimos anos se ha aplicado también al andlisis por dilucién
isotdpica.112 De este modo, la cantidad de cada especie en la mezcla (después de
que tengan lugar los procesos de transformacion) se expresa como una combinacion
lineal de los perfiles isotépicos del compuesto enddgeno natural y el enriquecido,
siendo la contribucién de cada uno de ellos equivalente a sus fracciones molares. A
diferencia del andlisis por dilucién isotdpica tradicional, este procedimiento permite
establecer un mayor niUmero de ecuaciones que incognitas, lo cual puede ser
aprovechado para corregir las impurezas espectrales que interfieren con los clusters
idnicos seleccionados. En efecto, la fuente de ionizacion electrénica del GC-MS puede
generar varios iones con diferente nimero de dtomos de hidrégeno que al solaparse
originan un perfil isotépico diferente al esperado, por lo que deben ser corregidos.!3 En
consecuencia, el uso de IPD sitUa el acoplamiento GC-EI-MS como una alternativa

mds asequible que GC-ICP-MS.

En el presente trabajo, se pretende demostrar la aplicabilidad de la dilucion

isotépica con doble trazador a GC-EI-MS para determinar Hg(ll) y MeHg en tejidos de
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pescado, asi como cuantificar los procesos de interconversidén producidos durante el
tfratamiento de muestra. Para ello, las muestras fueron fortificadas con mercurio
inorgdnico enriquecido en '%Hg y metilmercurio enriquecido en 2'Hg antes de la
extraccion. Como las disoluciones de trazador pueden contener impurezas de la otfra

especie, se desarrollaron nuevas ecuaciones basadas en IPD para tenerlas en cuenta.

Asi, el nimero total de moles de Hg(ll) y MeHg en la mezcla inicial Nr'n“:)g yNn“f:Hg,

respectivamente, se puede expresar de la siguiente forma:

N9 = NJ + N9 + N (1)
Y
N = N0+ NG9 4 N e (2)

donde s indica el perfil isotépico del Hg natural, t1 el del marcador enriquecido

con 1"Hg y 12 el del enriquecido con 201Hg. Como se puede observar, en los balances
se han incluido N59 y NYM9 es decir, las impurezas de Hg(ll) y MeHg de los

frazadores.

Fq
Hg(ll) > MeHg

«—
F2

Xy XK

0
Hg
Figura 3.3. Posibles vias de inferconversidon de los compuestos de mercurio estudiados.

Tal y como se ilustra en la Figura 3.3, durante el andlisis pueden darse diferentes
reacciones de transformacién. Asumiendo que el equilibrio isotdpico se alcance antes
de que tengan lugar estos procesos, los compuestos enddgenos y marcados se
interconvertirdn en la misma extension. Cabe senalar que la reduccion de Hg(ll) vy
MeHg a Hg® es un proceso irreversible que, como cualquier pérdida de analito, queda

corregido con el uso de la diluciéon isotépica, sin necesidad de plantear ningun factor
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de interconversion adicional. Por tanto, los balances molares se modificarian de la

siguiente forma:

NS = (NS + NS+ NS (- )+ (N et 4 e 4+ N teto ) (3)

S R ey R ViR e ()

Teniendo en cuenta que la cantidad de Hg de cada perfil isotdpico en los
picos de Hg(ll) y MeHg se puede relacionar con sus correspondientes fracciones

molares (xs, Xt1, y Xt2,), s& deducen las siguientes expresiones:

NROXES =N (- F )+ NLF, 5
NI = NJO (1 F, )+ N o, ()
NIOX59 = NJSO (1- Fy J+ N R, 7)
N MeHgXMeHg =N MeHg(l )+ NéHg F, (8)
NMeHg eHg _ NMeHg(l F2)+ Ntljl-lg F, (9)
N MeHoxMeHg = N Merafy )4 N HO (10)

Basdndonos en el desarrollo matemdatico descrito en el capitulo 1, si se utiliza
tetrapropil borato de sodio como derivatizante y se monitorizan en el GC-EI-MS (SIM)
los iones moleculares resultantes (HgPr2* y MeHgPrt), podemos establecer el siguiente

sistema de ecuaciones para cada compuesto:

[ %84_ [ NG 2284_ o284
A5 | | a5 p285 p285| [ yIHo || o285
A2 | =| 285 285 A28 | [xlHO | 4] o286 (11)
AZST| | AZT 28T p287| | xlHo || o2e7
AZB| | pZ88 p283 p268 288

para el pico propilado de Hg(ll) y
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[ Aése_ ASZSG 2156 2256_ o256
Aﬁf’? A§57 2157 2257 XQ/IeHg 257
A | =| p25B p258  p258 th\{IeHg +| o258 (12)
A5 AZS pZ59 7250 xtl\geHg 0259
A260 A0 7260 p260 260

para el pico propilado de MeHg, respectivamente.

Estas matrices permiten descomponer la distribucién de isotopdmeros de masa

medida experimentalmente (Aiﬂ) en los diferentes perfiles isotépicos puros de cada
componente (Ais, Ail y A[i2 ). que se han calculado previamente,14 proporcionando las
fracciones molares de cada uno de ellos.

Una vez obtenidas las fracciones molares, se puede plantear el siguiente

balance molar para cada trazador:
IHg MeHg — nyIHg |, IHg MeHg,, MeHg
Nii©w + Ny = Np=xa® + Ny ==Xy (13)
IHg MeHg — nyIHg |, IHg MeHg,, MeHg
Ni® +Nip ° = Ny X + N ™ oxg; (14)

Como N9, NYeH9, N9 y N%eH9 son conocidos, N9y NMeH9 se calcularian

resolviendo el anterior sistema de dos ecuaciones con dos incognitas.

Los factores de interconversién F1 y F2 se pueden deducir de manera andloga

a partir de las ecuaciones 7 y 10. Finalmente, se calcularian los moles iniciales de Hg(ll)

y MeHg en la muestra, N9 y NMH9 utilizando las ecuaciones 5y 8.

Una vez desarrollada la metodologia de cdiculo, se realizé un estudio preliminar
para comprobar que se corregian adecuadamente los procesos de metilacion y
desmetilacién. Con este fin, se fortificé agua MilliQ y agua de mar con los compuestos
de abundancia natural asi como con los frazadores de mercurio inorgdnico
enriguecido en '%Hg y metilmercurio enriquecido en 20'Hg, que contenia impurezas de
Hg(ll), y se sometieron a radiacion de microondas para promover la interconversién de
especies. Las recuperaciones estuvieron proximas al 100%, incluso para las condiciones

mds drdsticas aplicadas en que se observa una importante desmetilacion.
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Finaimente, se aplicd el procedimiento de dilucién isotdpica con doble
trazador propuesto a la especiacion de Hg en tejidos de pescado. Para ello, se
sometieron las muestras a una digestion bdsica y extraccidn con microondas
focalizado, seguida de derivatizacion con tetrapropilborato de sodio, purificacion de
la fase orgdnica con florisil y preconcentracion con corriente de nitrégeno. El método
fue validado safisfactoriamente en términos de concentraciones corregidas con el
andlisis de los materiales de referencia certificados (CRMs) BCR-464 (atin) y DOLT-4
(cazdn) y en términos de factores de degradacién por comparacién de los resultados
con los obtenidos para las mismas muestras por GC-ICP-MS. Los limites de deteccidn
fueron menores de 10 ng g! para ambas especies. La precision se evalud para las
concentraciones presentes en los CRMs, que varian de 0.1 a 5 ug g, dando
coeficientes de variacion entre 2-7%. Las concentraciones obtenidas en los dos CRMs
analizados coincidieron con los valores certificados, demostrando la exactitud del

método a esos niveles de concentracion.

Entre las principales conclusiones que se extrajeron cabe destacar que,
mientras que para la matriz de atdn no se observaron reacciones de interconversién
con las condiciones éptimas de extraccion de 70 °C durante 8 min seleccionadas en el
microondas focalizado, para la matriz de cazdn se produjo una desmetilacion
considerable utilizando esas mismas condiciones. Este comportamiento, que fue
confirmado por GC-ICP-MS, muestra que no es posible recomendar unas condiciones
de extracciéon optimas para todos los tipos de matriz, haciendo evidente la necesidad
de aplicar metodologias de trazadores multiples para llevar a cabo la especiaciéon de

Hg(ll) y MeHg en muestras bioldgicas.
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3.4.2. Articulo cientifico 5

“Multiple spiking species-specific isotope dilution analysis by molecular mass
spectrometry: simultaneous determination of inorganic mercury and
methylmercury in fish tissues”
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Garcia Alonso.

Analytical Chemistry, 82 (2010) 2773-2783.
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Multiple Spiking Species-Specific Isotope Dilution
Analysis by Molecular Mass Spectrometry:
Simultaneous Determination of Inorganic Mercury

and Methylmercury in Fish Tissues

Angel Castillo,’ Pablo Rodrig alez,* Gi
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Innovative Solutions in Chemistry S.L., Edificio Cientffico-Tecnoldgico Campus de “El Cristo”, Oviedo, Spain

This work demonstrates, for the first ime, the applicability
of multiple spiking isotope dilution analysis (o molecular
mass spectrometry exemplified by the speciation analysis
of mercury using GC(EI)MS instrumentation. A double
spike isotope dilution approach using isotopically en-
riched mercury isotopes has been applied for the deter-
mination of inorganic mercury Hg(IT) and methylmercury
(MeHg) in fish reference materials. The method is based
on the application of isotope pattern deconvolution for the
simultaneous determination of degradation-corrected con-
centrations of methylmercury and inorganic mercury.
Mass isotopomer distributions are employed instead of
isolope ratios to calculate the corrected concentrations
of the Hg species as well as the extent of species degrada-
tion reactions. The isotope pattern deconvolution equa-
tions developed here allow the calculation of the different
molar fractions directly from the GC(EI)MS mass isoto-
pomer distribution pattern and take into account possible
impurities present in the spike solutions employed. The
procedure has been successfully validated with the analy-
sis of two different certified reference materials (BCR-164
and DOLT-4) and with the comparison of the results
obtained by GCICP)MS. For the tuna fish matrix (BCR-
464), no interconversion reactions were observed at the
optimized conditions of open focused microwave extrac-
tion at 70 °C during 8 min. ITowever, significant dem-
ethylation was found under the same conditions in the
casc of the certified dogfish liver DOLT-4. Mcthylation and
demethylation factors were confirmed by GC(ICP)MS.
Transformation reactions have been found to depend on
the sample matrix and on the derivatization reagent
employed. Thus, itis not possible to recommend optimum
extraction conditions suitable for all types of matrices
demonstrating the need to apply multiple spiking meth-
odologies for the determination of MeHg and Hg(Il) in
biological samples. Double spike isotope dilution analysis
methodologies using widespread GC(ET)MS instrumenta-
tion are proposed here for the routine analysis of inorganic
mercury and methylmercury in fish samples. The esti-
mated method detection limits were below 10 ng g™ for

10.1021/ac9027033 © 2010 American Chemical Society
Published on Web 03/01/2010

both mereury species. Precision was evaluated for the
concentrations present in the certified reference ma-
terials (CRMs) which vary from 0.1 to 5 pg g%,
achieving values of coefficients of variation ranging
from 7% o 2%. The concentrations obtained in both
CRMs Iyzed were in llent agr t with the
certified values, demonstrating the accuracy of the
method at these concentration levels.

Mercury oceurs in the environment in different chemical forms.
Among them, methylmereury (MeHg), which is lormed by
methylation of inorganic mercury (Hg(ll)) in aquatic environ-
ments, is the most toxic and can be biomagnilied by a factor of
10°- 107 in predatory fish! causing adverse effects in humans
and wildlife via fish consumption.” Consequently, “IIg and its
compounds” have been recently included in the list of priority
pollutants of the Nuropean Union (Decision 2455/2001/FC)
and a maximum level of 0.5 ug Hg g~ (wet weight) has been
established in different foodstuffs (Commission Regulation EC-
78/2005). In the USA, the Environmental Protection Agency
(EPA) has issued recently the “Guidance for implementing the
January 2001 methylmercury water quality criterion” in which
a maximum level of 0.3 ug methylmercury g~! of fish tissue
(wel weight) is recommended lor [resh waler [ish, estuarine
fish, and shellfish tissue. Therefore, the development of reliable
and fast routine methodologics for the determination of Hg (I
and MeHg in foodstuffs is required, particularly in the tield of
food safcty. However, the analysis of such complex matrices
is still considered a challenging task.? 'The main problem arises
from the possible occurrence of methylation and demethylation
reactions during the sample preparation and separation steps,
leading to erroneous determinations.* 7
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ABSTRACT

This work demonstrates, for the first time, the applicability of multiple spiking isotope
dilution analysis fo molecular mass spectrometry exemplified by the speciation analysis of
mercury using GC(EI)MS instrumentation. A double spike isofope dilution approach using
isotopically enriched mercury isotopes has been applied for the determination of inorganic
mercury Hg(ll) and methylmercury (MeHg) in fish reference materials. The method is based on the
application of isotope pattern deconvolution for the simulfaneous determination of degradation-
corrected concentrations of methylmercury and inorganic mercury. Mass isofopomer distributions
are employed instead of isotope ratios to calculate the corrected concentrations of the Hg
species as well as the extent of species degradation reactions. The isotope pattern
deconvolution equations developed here allow the calculation of the different molar fractions
directly from the GC(EI)MS mass isotfopomer distribution pattern and take info account possible
impurities present in the spike solutions employed. The procedure has been successfully validated
with the analysis of two different certified reference materials (BCR-464 and DOLT-4) and with the
comparison of the results obtained by GC(ICP)MS. For the tuna fish matrix (BCR-464), no
interconversion reactions were observed at the optimized conditions of open focused microwave
extraction at 70 °C during 8 min. However, significant demethylation was found under the same
conditions in the case of the certified dodfish liver DOLT-4. Methylation and demethylation factors
were confirmed by GC(ICP)MS. Transformation reactions have been found to depend on the

sample matrix and on the derivatization reagent employed. Thus, it is not possible to recommend
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optimum exiraction conditions suitable for all types of matrices demonstrating the need to apply
multiple spiking methodologies for the determination of MeHg and Hg(ll) in biological samples.
Double spike isotope dilution analysis methodologies using widespread GC (EI)MS instrumentation
are proposed here for the routine analysis of inorganic mercury and methylmercury in fish
samples. The estimated method detection limits were below 10 ng g'! for both mercury species.
Precision was evaluated for the concentrations present in the certified reference materials
(CRMs) which vary from 0.1 to 5 ug g', achieving values of coefficients of variation ranging from
7% to 2%. The concentrations obtained in both CRMs analyzed were in excellent agreement with

the certified values, demonstrating the accuracy of the method at these concentration levels.

INTRODUCTION

Mercury occurs in the environment in different chemical forms. Among them,
methylmercury (MeHg), which is formed by methylation of inorganic mercury (Hg(ll)) in aquatic
environments, is the most toxic and can be biomagnified by a factor of 105-107 in predatory fish!
causing adverse effects in humans and wildlife via fish consumption.2 Consequently, "Hg and its
compounds” have been recently included in the list of priority pollutants of the European Union
(Decision 2455/2001/EC) and a maximum level of 0.5 ug Hg g (wet weight) has been established
in different foodstuffs (Commission Regulation EC-78/2005). In the USA, the Environmental
Protection Agency (EPA) has issued recently the “Guidance for implementing the January 2001
methylmercury water quality criterion” in which a maximum level of 0.3 ug methylmercury g of
fish fissue (wet weight) is recommended for fresh water fish, estuarine fish, and shellfish tissue.
Therefore, the development of reliable and fast routine methodologies for the determination of
Hg(ll) and MeHg in foodstuffs is required, particularly in the field of food safety. However, the
analysis of such complex matrices is still considered a challenging task.? The main problem arises
from the possible occurrence of methylation and demethylation reactions during the sample

preparation and separation steps, leading fo erroneous determinations.*”

The use of multiple spiking isotope dilution analysis enables the quantification of the
extent of those processes, providing the accurate determination of Hg(ll) and MeHg in different
environmental samples.&12 For this purpose, both compounds enriched in a different mercury
isotope are added to the sample and are equilibrated with the endogenous compounds before
the occurrence of any transformation reaction. In the last years, several methodologies based on
multiple-spiking “species-specific” isotope dilution analysis have been developed for Cr, Hg, and
Sn speciation and satisfactorily applied to water, sediments, and biological tissues.&13-1¢ All the

reported methods involve the combination of a chromatographic separation hyphenated to
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inductively coupled plasma mass spectrometry (ICPMS) for elemental isofope rafio
determinations. However, ICPMS is normally employed in routine testing laboratories only for total
elemental analysis while the determination of organometallic compounds, such as tributyltin or
methylmercury, is usually performed by analytical procedures based on molecular mass
spectrometric techniques. Hence, the development of double spike methodologies using
widespread GC(EI)MS instrumentation could be a promising alternative for the routine
determination of inorganic and methylmercury. However, due to the nonelement-selective
determination by GC(EI)MS, the measurement of elemental isotope ratios is more difficult than
when using GC(ICP)MS. In molecular mass spectrometry, elemental isotope ratios are convoluted
with the isotope ratios of the elements C, H, N, and O present as ligands of the metal.
Additionally, the possible coelution of other organic compounds may produce interfering ions.
Therefore, mathematical equations to correct for such isotopic contributions and the application
of cleanup steps at the end of the sample preparation have been proposed in order to achieve

accurate results.17-21

For the isotope dilution analysis of organic compounds, the molecules are usually
prepared labeled with 3C or deuterium. For mercury speciation, the labeling is normally
performed in the heteroatom (Hg in this work) for three main reasons: no isotopic effects should
be expected for mercury, transalkylation reactions occurring during the sample preparation steps
will not affect the results, and multiple isotopes can be used for labeling. Thus, the use of 13C or
deuterium based tracers would not correct for all error sources occurring throughout the whole

Hg speciation procedure.

A few methods based on GC(EI)MS have been reported recently for single spike isotope
dilution analysis'’2! of organometallic compounds of tin and mercury. Nevertheless, those single
spike methods cannot correct for species interconversion which is a common problem in the

determination of inorganic mercury and methylmercury in real solid samples.

In this work, a molecular mass spectrometric technique, GC(EI)MS, has been employed
for the first time for the development of a mulliple spiking methodology able to accurately
quantify mercury species in real solid samples regardless of the transformation reactions occurring
during the chemical analysis. Through measuring mass isofopomer distributions, we demonstrate
that GC(EI)MS is a suitable fechnique to quantify accurately the degradation factors of Hg(ll)
and MeHg as well as the degradation corrected concentrations in biological environmental
samples. The developed equations, based on isotope pattern deconvolution (IPD), allow the
calculation of the concentrations of Hg(ll) and MeHg directly from the GC(EI)MS mass isofopomer

distribution (isotope pattern) without the measurement or calculation of elemental isotope ratios.
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This is a clear methodological difference from other patented double spike techniques in
elemental speciation.?223 Additionally, the equations developed take into account possible
impurities of the spike solutions employed. The methodology has been successfully validated in
terms of corrected concenftrations by analyzing the certified reference materials (CRMs) BCR-464
(tuna fish) and DOLT-4 (dodfish liver) and in terms of degradation factors by the comparison of

the results with those obtained in the same samples by GC(ICP)MS.

EXPERIMENTAL SECTION

Instrumentation

Chromatographic separations were performed with an Agilent (Agilent Technologies,
Tokyo, Japan) gas chromatograph model 6890N fitted with an automatic split/ splitless injector
and a HP-5MS capillary column (cross-linked 5% phenyl methyl siloxane, 30 m x 0.25 mmi.d. x 0.25
um coating). The gas chromatograph was coupled to an Agilent (Agilent Technologies, Tokyo,
Japan) mass spectrometric detector model 5973 Network MSD (quadrupole based). When the
determination of the samples was carried out by GC(ICP)MS, an Agilent gas chromatograph
model 6890N equipped with a HP-5MS capillary column was coupled to an Agilent 7500c
inductively coupled plasma mass spectrometer (Agilent) using the laboratory-made transfer line
described in detail elsewhere.2* The extraction of the methylmercury species from the solid
maftrices was performed using a focused microwave system Discover (CEM, Mathews, NC)

equipped with an autosampler Explorer (CEM).

Reagents and Materials

Stock solutions of Hg(ll) and MeHg (1000 mg Hg L) of natural isotope composition were
prepared by dissolving analytical grade mercury chloride (Strem Chemicals, Newburyport, MA) in
1% HCI and methylmercury chloride (Strem Chemicals) in methanol, respectively. Working
standard solutions were prepared daily by appropriate dilution of the stock solutions in 1% HNO3
(subboiling disfillation of concentrated HNOs from Merck, Darmstadf, Germany). Isotopically
enriched certified standards, 17°Hg-enriched inorganic mercury and 2'Hg-enriched
methylmercury, were purchased from ISC-Science (Oviedo, Spain). The mercury isotopic
composition and the concentrations of both spikes was certified by GC(ICP)MS measurements
and was checked by reverse isotope dilution analysis using our GC(EI)MS procedure. Particularly,
the 201Hg-enriched methylmercury standard contained traces of 201Hg-enriched inorganic

mercury. For certification, this standard was spiked in two independent experiments: first with
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natural abundance methylmercury and second with natural abundance inorganic mercury for
the determination of the Hg(ll) impurity in the 2'Hg-enriched methylmercury solution. The
obtained concentration of 1"?Hg-enriched inorganic mercury was 165.0 £ 2.0 ug Hg g'', while the
201Hg-enriched methylmercury presented a MeHg content of 5.49 + 0.3 ug Hg g' and a Hg(ll)
impurity of 19.5 £ 1.5 ng Hg g’', which were in agreement with the certified values provided by

the manufacturer.

The certified reference materials BCR-464 (tuna fish) and DOLT-4 (dodfish liver) were
purchased from the IRMM (Institute for Reference Materials and Measurements, Geel, Belgium)
and the NRC (National Research Council of Canada), respectively. The seawater sample

employed in this work was taken from the San Lorenzo beach in Gijon (Asturias, Northwest Spain).

For the extraction of mercury species from the solid matrices, a 25% tetramethyl
ammonium hydroxide (TMAH) solution from Sigma-Aldrich (Lyon, France) was employed. Sodium
tetrapropyl borate (Galab, Geesthacht, Germany) and sodium tetraethyl borate (Galab)
solutions of 2% (w/v) were prepared in Milli Q water. A buffer solution at pH 5.3 was prepared by
mixing appropriate volumes of 0.2 M acetic acid (Merck) and 0.2 M sodium acetate (Merck)
solutions. Ultrapure water was obtained from a Milli-Q system (Quantum EX, Millipore, Billerica,
MA). All other chemicals and solvents were of analytical-reagent grade or better. Glassware was
cleaned overnight in chromic acid and rinsed with Milli-Q water. The PTFE-coated magnetic
stirring bars for the microwave extractions were used only once and were disposed after each

analysis.

Procedures

Exiraction and Derivatization of the Mercury Species

A sample weight of ca. 100 mg was placed inside the 10 mL microwave glass vessel and
spiked with the necessary amounts of the isotopically labeled compounds according to the
random error propagation theory.2> Then, 4 mL of TMAH 25% were added and the slurry was
infroduced in the focused microwave (MW) oven. The unit provided an accurate control of both
temperature and pressure inside the glass vial throughout the whole microwave assisted
digestion. The optimization of the digestion conditions was performed in a range from 2 to 8 min

and temperatures of 70-130 °C.

The derivatization of the Hg species was carried out in 7 mL clear glass vials with a screw
cap (Supelco, Bellefonte, PA) in which a volume of 4 mL of acetic acid/sodium acetate buffer

(0.1 mol L") was previously added. After the MW assisted extraction, 1 mL of the exiracted
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sample was diluted in the buffer solution and adjusted fo pH 4 with ultrapure hydrochloric acid or
concentfrated ammonium hydroxide. Then, 1 mL of hexane and 0.3 mL of 2% w/v sodium
tetrapropyl borate or sodium tetraethyl borate was added and the vial was shaken manually for
5 min. After that, the sample was centrifuged (2500 rom for 5 min), and the organic phase was
cleaned-up using homemade florisil columns, as described in a previous publication.2¢ Finally, the
samples were fransferred to 2 mL chromatographic vials and stored at -18 °C untfil analysis.
Depending on the concentration of the analytes in the organic layer and the detection
technique used, an additional step of preconcentration was carried out in a dedicated unit
(Minivap, Supelco, Bellefonte PA) under a gentle stream of nitrogen to a few microlitres just

before measurement.

Separation and Measurement of Mass Isotopomer Distributions

Helium was employed as a carrier gas with a constant flow of 1.2 mL min-'. The column
temperature was initially held at 50 °C for 1 min and then increased at 30 °C min' to a final
temperature of 300 °C. Injection was performed using a split/splifless injector in the pulsed splitless
mode af 260 °C using 1 min of purge time and 60 psi of pulse pressure. When the GC (EI)MS system
was used, the transfer line and the ion source temperatures were 280 and 230 °C, respectively,
and the electron ionization was performed at an electron energy of 70 eV. A mass range from
m/z 100-300 was recorded in the full-scan mode to check for spectral interferences. The
measurement of mass isotopomer distributions for Hg(ll) and MeHg was performed on the
molecular ion using 10 ms dwell-fime per mass. Five consecutfive masses (corresponding to
mercury isotopes 198, 199, 200, 201, and 202) were used for the selective ion monitoring (SIM)
mode. When using the GC(ICP)MS coupling, the transfer line temperature was set at 280 °C, and

the masses monitored were 198, 199, 200, 201, 202, and 204 using 33 ms of dwell-fime per mass.

The mass isofopomer distributions were calculated by dividing the peak area obtained

for each mass by the sum of all peak areas measured for each compound.

RESULTS AND DISCUSSION

Development of the Equations for Double Spike Isotope Pattern Deconvolution Using
GC(EI)MS

In a double spike experiment, the sample, containing both inorganic mercury and
methylmercury, is spiked with a known amount of Hg(ll) enriched in a given isotope (here 177Hg)

and MeHg enriched in a second minor isotope of mercury (here 2'Hg). Ideally, the enriched

190



Capitulo 3 Castillo et al./ Anal.Chem. 82 (2010) 2773-2783

spike containing Hg(ll) should not contain any MeHg and viceversa. However, from a practical
point of view, it is very common that impurities of the second species are present in the spike
solutions, and this fact has to be taken into account in the calculations. In our case, the 201-
MeHg tracer used contained 201-Hg(ll) impurities. As a result, the molar balances calculated for

both Hg(ll) and MeHg after spiking will have the form:

Npd = N9 + N9 + N5 (M)
and

MeHg _ MeH MeH MeH
Npeho = NJeHe 4+ N ('R0 4+ N Teno (2)

In these equations the subscript *m” stands for mixture, s is for sample, “t1" is for the
199Hg tracer, and "“12" is for the 20Hg tracer. Superscripts Hg(ll) and MeHg stand for the

compounds considered, and N is the number of moles for each form present or added. For Hg(ll)

the conftribution of Nt'ZHg should be very small and arises from the Hg(ll) impurities in the MeHg

spike 12. Needless fo say, the values of NJ'9, N}eH9, NYe"9 and N4 are known or certified.

During sample extraction, derivatization or measurement a fraction of Hg(ll) may convert
into MeHg or vice versa. Also, both processes could occur in the same or different stages of
sample preparation. We will assume that isotope equilibration has taken place before any
interconversion reaction occurs. The transformation reaction of Hg(ll) intfo MeHg or that of MeHg
into Hg(ll) modifies the molar balances as we have to take into account the fraction of Hg(ll)
which is lost and the fraction of MeHg which is formed and vice versa. So, if we take intfo account
the methylation factor (Fi1, the molar fraction of inorganic mercury methylated) and the
demethylation factor (F2, the molar fraction of methylmercury demethylated), we obtain the

following:1427.28

IHg — [\H IH IH MeH MeH MeH
Nm 9= (Ns 9+ Ntl 9+ Ntzg )'(l_ Fl)+(Ns O+ Ntle 9+ Ntze g)'FZ (3)
and

NMeHo = (NSMEHg +NyeHo + Nt’\geHg).(l— Fy)+ (N;Hg + N9+ N ).Fl (4)

At the end of the procedure the inorganic mercury detected in the mixture, Nr','jg, could
have three distinct isotopic signatures (isotope patterns)-that of natural abundance mercury (s),

that of ?Hg (t1), and that of 20'Hg (t2)—and the same could be said for methylmercury, NMeHg.

On the basis of previous works,'42” molar balances can be established as a function of

the different isotopic patterns of the endogenous and enriched species. The system of equations

191



Capitulo 3 Carstillo et al./ Anal.Chem. 82 (2010) 2773-2783

obtained from those molar balances can be solved by multiple linear regression. Additional
advantages of this approach in comparison with other existing approaches, such as the internal
correction of the mass bias?” and the accurate correction of opposite degradation processes,28
have been detailed previously. Thus, following the mathematical description given previously,?”

we can establish two overdetermined systems of equations for each species expressed in matrix

notation as

[ A256 | [ A256 256 256 | [ ,256]

An A 1 2 Vet €
257 257 257 257 e

An As T A% Xfw Hg e®’
258 | —| A258 258 258 eHg 258

An T |ITIAT AT AS X tle (5)
259 259 259 259 MeHg 259

An As 1 2 X2 e
260 260 260 260 260

LAn | LA At A 1€ ]

for the propylated MeHg peak and

[ A2847] [ p284 284 284 [ 284

An A 1 A " €

A%BS Aszss 2185 2285 X?Hg @285
286 | —| A286 A286 286 g 286

An T A 1 2 X117 |t|e (6)
287 287 287 287 IHg 287

An A 1 A X2 e

I A,%BS_ I Aszss 2188 2288_ I 6288_

for the propylated Hg(ll) peak, respectively.

In egs 5 and 6, the experimentally measured mass isofopomer distributions in the mixture
for the different masses i, A'n are deconvoluted to get the molar fractions from the three isotope
patterns considered: the natural pattern (s), the Hg(ll) pattern (t1), and the MeHg pattern (12).
Obviously, the theoretical patterns, A'S Ail, and A[iz, for the pure components must be known.

The procedure is better explained in Figure 1. The experimentally measured isotope patterns for
the peaks of methylmercury and inorganic mercury are deconvoluted mathematically using the
theoretically calculated isotope patterns for the pure components. The results of the calculations

are the molar fractions xs, xt1, and xr2 for each compound.

When using GC(EI)MS, the isotopic pattern of the molecular or fragment ions measured
are different from the elemental pattern expected, owing to the conftributions from the organic
groups attached to Hg containing '3C and 2H. Mathematical equations to correct for such
contributions using the known isotopic abundance of those isotopes have been used previously.??
In this work, the theoretical patterns of natural and isotopically enriched mercury species were

calculated for the molecular ion selected for measurement.
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Figure 1. Deconvolution of the experimental isotope patterns for the peaks of methylmercury and inorganic

mercury in the theoretical patterns of the sample “s”, the 19Hg fracer “t1" and the 2'Hg tracer “12". The

conftribution of each theoretical pattern corresponds to xs, xi1 and xi2 for each compound.

The molar fractions calculated using egs 5 and 6 correspond fo the following partfial mass

balances in egs 3 and 4, respectively,

fromeq 3 and

o NIl

IHg _

N, Ha

Ny (1‘ F1)+ Nth{lEHg(FZ)

X1

N Ha

xHo = NGO (- )+ NSO (F,)

N Ha

(7)

(8)

(9)
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MeHg _ NQAEHg(l_ Fz)"’ Ng™ (Fl)

MeHg [, _ IHg
XMeHg — Ntl F2)+ Ntl (Fl) (] ])
t1 N MeHg
m
NMeHol - F, )+ N9 (F
th\geHg —_t2 2) t2 ( 1) (]2)

N MeHg
m
from eq 4.

The interconversion factors Fi and F2 can be obtained by dividing eqgs 8 and 9 for Hg(ll)
and egs 11 and 12 for MeHg. We obtain two equations with two unknowns which could be

solved for F1 and F2:

IHg py IH IHg ; IH IHg n; MeH IHg ny MeHg ) _ (o IHg py IH IHg ny IH
Fl(xtngtlg _thgNtzg)"'Fz(XugNtze 9= x5 Ny © g)_(XIZQNtlg _thgNtzgj(B)
and

MeHgy (IH MeHgy (IH MeHgy | MeH MeHgy {MeHg) _ [ ,MeHgy | MeH MeHgy | MeH
N - ) RN ) ) (1

The general egs 13 and 14 reduce to the most common equations used in the
literature?’.28 when the enriched spikes used are pure (i.e., Nt";g =0 and Nt'\feHg =0).
It is worth mentioning here that equations used in the literature for the determination of

the degradation factors and corrected concentrations?” can be also obtained by rationing eqs 8

and 11 for fracer 1 and eqgs ? and 12 for fracer 2.

Once the observed molar degradation factors Fi and F2 are calculated, the original
concenfrations of Hg(ll) and MeHg in the sample, NéHg and N;V'eHg, can be calculated from the

ratios of eqs 7 and 8 for Hg(ll) and egs 10 and 12 for MeHg. The final equations are now:

N HO xHg (1_ F1)+ N MeHg y IHg (Fz): x.Ho [Nt'fg - F1)+ Ny (Fz)} (13]

and

NSIHg Xt'\gEHg (F1)+ NévleHg thxgeHg (1_ F2)= XévleHg |:Ntl\geHg (1_ F, )+ Ntleg (Fl)i| (16)

So, the original number of moles in the sample for Hg(ll) and MeHg, N_l,Hg and NéweHg,

can be calculated by solving this set of two equations with two unknowns.
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Determination of the Mass Isotopomer Distribution of the Pure Components

In order to apply correctly eqs 5 and 6, the theoretical mass isotopomer distributions for
the different pure components must be calculated. The contribution of the isotope composition
of mercury (7 isotopes), carbon (2 isotopes), and hydrogen (2 isofopes) to the mass isotopomer

distribution of the molecule needs to be calculated.

This can be done by applying the binomial distribution to the different combinations of
isotopes of carbon, hydrogen, and mercury in the molecular ions considered. However, as it was
reported previously,3® the molecular and in-source fragment ions generated in the electron
impact source can differ in one or several hydrogen atoms, being the ion cluster measured a
mixture of different ions. Therefore, a complete cluster characterization must be performed
before isotope dilution analysis in order to quantify the contribution of each individual source to
the overall selected cluster. First, the ethylated and propylated natural mercury compounds were
injected to the GC-MS in SCAN mode acquisition (m/z 100-300) fo identify the corresponding
peaks and fragmentation pathway as well as to select the acquisition windows for subsequent
GC-MS in the SIM mode. The dwell time was also studied to avoid spectral skew or bad counting
statistics, obtaining an opfimum value of 10 ms for the mercury isotopes monitored. Then,
standard solutions of natural abundance Hg(ll), natural abundance methylmercury, 201Hg-
enriched methylmercury, and ??Hg-enriched Hg(ll) were derivatized with NaBEts or NaBPrs and
analyzed by electron impact GC-MS. The resulting cluster ions, namely, the molecular ion
(MeHgEt* and HgEt2* or MeHgPrt and HgPrz2*), the loss of methyl group of the molecule (HgEt* or
HgPrt), and the loss of the derivatizing ethyl or propyl group (MeHg* and HgEt* or HgPrt) were
monitored in SIM mode. To evaluate the spectral purity of each cluster ion, multiple linear
regression between measured cluster abundances and theoretical abundances of the ion with
the expected number of hydrogen atoms (M), one exfra hydrogen (M + H), and one or two
hydrogen less (M - H, M - 2H) were established. For example, in the case of MeHgEt*, the
measured cluster was compared with the theoretical clusters of CsHsHg, CsHsHg, CsH7Hg, and
CsHsHg. The results obtained are summarized in Table 1 where we can observe that, for both
derivatization agents, the larger the alkyl group lost, the less pure the ion cluster. Thereby, the
molecular ion was found to provide in all cases a relative abundance of M higher than 97% and
only the M - Hion was detected. Concerning the in-source fragment ions, significant conftributions
of M-H, M -2H, and M + H were observed, and the extent depended on the derivatization agent
employed and the alkyl group lost. According to these results, the theoretical isotopic patterns of
the natural abundance and enriched mercury compounds must be recalculated to include, at

least, the M — H conftribution (ca. 1%). It is worth noting that no significant differences were
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observed between natural and isotopically enriched mercury compounds and between both
derivatizihg agents. We have observed also that the obtained fragmentation factors are
reproducible at different tuning conditions of the ion source and at different concentration levels

of the analyte.

Table 1. Spectral Purity of Different Fragment lons Generated in the Electron Impact Source using

NaBEts (a) and NaBPr;4 (b) as Derivatization Agents®

relative abundances (%)

derivatized compound fragment ion M M+H M-H M-2H
ethylated netMeHg MeHgEt* (molecular) 97.7 (0.3) 0.4 (0.3) 2.5 (0.4) 0.3 (0.3)
HgEt* (-methyl) 85.0 (1.4) 0.6 (1.3) 7.8 (1.4) 7.3 (1.4)
MeHg* (-ethyl) 78.6 (0.8) 3.5(0.7) 13.0 (0.8) 4.6 (0.7)
ethylated 2'MeHg MeHgEt* (molecular) 97.67 (0.13)  -0.17 (0.12) 2.09 (0.04) 0.36 (0.02)
HgEt* (-methyl) 85.1 (1.3) 0.1 (1.2) 7.0(1.2) 40(1.2)
MeHg" (-ethyl) 78.5 (0.6) 4.2 (0.6) 11.7 (0.6) 4.0 (0.6)
ethylated ratHg(ll) HgEf:* (molecular) 98.6 (0.3) 0.2 (0.3) 1.2 (0.4) 0.23 (0.25)
HgEt (-ethyl) 77.1(0.7) 10.5 (0.6) 8.3 (0.8) 3.6(0.7)
ethylated 9Hg(ll) HgEf:* (molecular) 99.42 (0.14)  -0.25(0.13)  1.12(0.11)  0.10(0.10)
HgEt (-ethyl) 79.0 (0.3) 10.8 (0.3) 7.92 (0.24)  2.00 (0.24)
MeHgPr+ (molecular) 98.4 (0.4) -0.1 (0.3) 1.2 (0.4) 0.5 (0.4)
propylated iMeHg HgPr (-methyl) 94.6 (0. 8) 0.1 (0.5) 4.3(2.0) 1.2 (0.7)
MeHg* (-propyl) 83.3 (0.9) 0.5 (0.8) 13.1 (0.9) 3.5(0.8)
propylated 21MeHg MeHgPr+ (molecular)  98.44 (0.19)  -0.04 (0.13)  1.44(0.09)  0.14 (0.04)
HgPr (-methyl) 95.2(0.5)  0.04 (0.20) 4.0 (0.4) 0.77 (0.11)
MeHg* (-propyl) 82.96 (0.44) 1.0 (0.4) 12.2 (0.4) 3.0 (0.4)
propylated natHg(l) HgPr2* (molecular) 98.8 (0.4) -0.1 (0.3) 1.2 (0.4) 0.2 (0.4)
HgPr (-propyl) 68.5 (2.0) 7.8 (1.5) 22.5 (1.6) 2.1 (1.4)
propylated %Hg(ll) HgPrz* (molecular) 99.7 (0.3)  -0.30(0.22) 0.89 (0.14)  0.08 (0.12)
HgPr* (-propyl) 68.3 (0.4) 9.0 (0.4) 21.6 (0.5) 1.65 (0.25)

a The relative abundances show the contribution to each cluster of the fragment ion with the expected
number of hydrogens (M) and the impurities with different number of hydrogen (M + H, M — H, M - 2H). The
standard uncertainty of the results corresponds to six GC-MS injections.
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Evaluation of the Methodology Using Fortified Water Samples

In a preliminary study, the proposed methodology was evaluated using fortified Milli-Q
water and seawater to check that adequate correction of methylation and demethylation was
attained. For this purpose, the waters were spiked with around 125 ug Hg L' of both natural
abundance species. Then, appropriate amounts of ?Hg (as Hg(ll)) and 2'Hg (as MeHg) were
added and the samples were exposed to microwave irradiation using a focused microwave
system to promote the methylation and demethylation processes. The resulting molar fractions
were obtained applying the isotope pattern deconvolution approach to the MeHgEt* cluster of
MeHg peak and HgEtz2* cluster of Hg(ll) peak. After that, the concentrations of Hg(ll) and MeHg
were calculated in two different ways, using the developed double spike equations which
correct for methylation and demethylation, and without considering the interconversion
processes. The recoveries obtained in the samples are shown in Figure 2. As expected, no
significant transformations were noticed when both fortified waters were not placed into the
focused microwave oven (no irradiation). The same behavior was observed at 70 °C 2 min, 70 °C
4 min, and 100 °C 4 min as well, leading to similar corrected and noncorrected recoveries. In the
case of the stronger condition tested (130 °C 4 min), significant methylation and demethylation
factors were found. Under these conditions and for seawater, the methylation factor was 3.9%
and the demethylation factor 9.9%. As can be observed in Figure 2, corrected recoveries were
within acceptable limits (98-102%) whereas an overestimation of MeHg (Figure 2a) and Hg(ll)
(Figure 2b) were found when no correction for interconversion was performed (105.8% and
107.6% recovery, respectively). It is worth mentioning that the losses of the natural abundance
compounds throughout the analytfical process are always compensated for regardless of the
equations used. For this reason, the demethylation and methylation reactions did not cause an
underestimation of MeHg and Hg(ll), respectively, when using the single isotope dilution
equations. However, the formation of MeHg and Hg(ll) in the spiked seawater exposed to the
stronger condition tested was only corrected when the developed double spiking isotope dilution

equations were applied.
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Figure 2. Comparison between corrected and non corrected recovery using different extraction conditions in
fortified Milli-Q water and sea water for (a) MeHg and (b) Hg(ll). The extent of methylation and demethylation
processes was quantified through the GC(EI)MS IPD equations to correct the concentration of each species

(around 125 ug Hg L.

Extraction of Mercury Species from Biological Samples

The capability of the proposed methodology to extract the Hg species from biotissues
and correct for their fransformation reactions was first evaluated with the analysis of the CRM
BCR-464 (tuna fish). To this end, 0.1 g of the fish tissue was spiked with 201Hg-enriched
methylmercury and '"Hg-enriched Hg(ll) before addition of TMAH 25%. Then, different digestion
experiments were performed at a temperature of 70 °C and irradiation fimes from 1 to 8 min in
the focused microwave. This range of conditions was selected according to a previous work.3! In
addition, one of the vials was not exposed to microwaves (0 min irradiation time) but requiring 1 h
for complete TMAH digestion. The concentrations obtained in all the experiments were in
agreement with the certified values for all the conditions tested. The methylation (F1) and
demethylation (F2) factors obtained are shown in Figure 3. An unexpected high demethylation
factor for the lower irradiation times was observed (see Figure 3a). These results were also

confirmed using GC(ICP)MS. To investigate if such fransformation processes took place during the
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digestion or derivatization step, a similar set of experiments were conducted but adding the
spikes affer digestion. Figure 3a shows that similar demethylation factors were obtained in both
cases. These observations confirm that the interconversion did not arise from sample digestion,
but most probably during the derivatization process. To prove this statement, the aforementioned
experiments were repeated using propylation instead of ethylation. The resulting interconversion
factors are represented in Figure 3b. As can be seen, negligible demethylation (lower than 2%)
was observed for all the irradiation fimes tested, except for 0 min (8% demethylation factor).
Therefore, it seems that under our sample preparation conditions, MeHg is partially converted into
Hg(ll) during the ethylation step. A similar observation was previously described by Demuth and
Heumann in the determination of MeHg in different environmental aquatic samples.4 In that
case, the presence of iodide in the sample induced MeHg transformation into Hg(ll) and HgP
when ethylation was used but not with propylation. In the analysis of sediment samples Rodriguez
Martin-Doimeadios® found significant Hg(ll) methylation reactions during the speciation
procedure both when using NaBEts and NaBPrs concluding that transalkylation reactions occur

during the derivatization step, the mercury amount being the determining factor.

N
o

(@)

—— F1 Methylation (%), spiking before

[N
»

O+ F2 Demethylation (%), spiking before
12 | k & F1 Methylation (%), spiking after

—&— F2 Demethylation (%), spiking after

Interconversion factor (%) using NaBEt,

MW irradiation time (s)

Figure 3. Effect of microwave irradiation time on methylation factors (Fi) and demethylation factors (F2) in
BCR-464 tuna fish tissue. Spikes added before and after digestion using NaBEts (a) and NaBPrs (b) as

derivatization agent. Uncertainty is expressed as 1 s standard deviation (n = 3 replicates).
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Figure 3. (confinuation)

On the other hand, the occurrence of a significant MeHg demethylation in the absence
of MW, even using propylation, is less clear. Since the demethylation factor decreased with the
increase of MW irradiation fime, we think that a total TMAH digestion of the fish fissue is required

to avoid demethylation reactions during the subsequent derivatization step with NaBPr4.

In order to study the opfimum conditions for the extraction of mercury species from the
CRM BCR-464, the focused microwave unit was used under different exfraction conditions (70 °C,
4 min; 70 °C, 8 min; 130 °C, 4 min) and after the double spike addition before digestion. As it was
previously done, a nonirradiated sample was also analyzed. The results obtained are presented in
Table 2. No significant methylation was detected for any condition tested, whereas a
considerable demethylation factor was found again in the nonirradiated sample (1 h at room
temperature). Hence, it seems evident that the matrix promotes the transformation of MeHg into
Hg(ll), as it was observed before. Furthermore, a small demethylation factor (ca. 3%) at 130 °C, 4
min was observed. Table 2 also shows the calculated Hg(ll) and MeHg concentrations using the
developed double spike IPD equations. Satisfactory results were obtained for MeHg
concentration, which were in good agreement with the certified value (5.12 £ 0.16 ug g'). For
Hg(ll). no certified value is available but the sum of Hg(ll) and MeHg concentrations also matches
the certified value for total mercury, HQT (5.24 £ 0.10 ug g''). Optimum extraction of 70 °C 8 min
was finally established for the CRM BCR-464 (tuna fish).
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The proposed methodology was also applied to the analysis of a certified dodfish liver
(CRM DOLT-4). In confrast to the CRM BCR-464, this biological tissue contains similar MeHg and
Hg(ll) concentrations. Sample digestion was studied using the conditions selected previously (70
°C, 4 min; 70 °C, 8 min; 130 °C, 4 min; and no irradiation), adding NaBPrs as the derivatization
agent. In this case, both GC(EI)MS and GC(ICP)MS measurements were performed for
comparison purposes. The results are presented in Table 3. As can be seen, the calculated
demethylation factors differ greatly from the CRM BCR-464. The dodfish liver sample vyields
significant demethylation factors for all the conditions tested, ranging from 7.45% to 11.3%. The
softer the extraction applied, the higher the demethylation observed. GC(EI)MS degradation
factors were in good agreement with those obtained by GC(ICP)MS, as is shown in Table 3. Once
again, methylation was negligible, which is in disagreement with the data reported by Reyes et
al’ who observed significant methylation factors both in tuna fish and dogfish samples.
Regarding MeHg, the concentrations obtained agree with the certified value (1.33 £0.12 ug g’!).
For Hg(ll), no certified value was available for this reference material either, but the sum of the
calculated Hg(ll) and MeHg concentration matches the certified value provided for HgT under

all conditions tested regardless of the degradation factors obtained.
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Method Validation

Once the study of sample digestion was carried out, the proposed methodology was
validated by analyzing two certified reference materials, BCR-464 and DOLT-4. To this end,
appropriate amounts of 20'Hg-enriched methylmercury and 7?Hg-enriched inorganic mercury
were added to a 0.1 g sample. It is worth stressing that the homogeneity of the material is not
affected owing to the narrow geometry of the microwave disposal glass vial.3! The species were
extracted from the biological material in the focused microwave unit at 70 °C, 8 min and
derivatized with NaBPrs. Finally, a cleanup with florisii was carried out to allow a higher
preconcentration factor of the samples. Three independent spiking experiments were performed
and each of them was injected three times in the GC-MS. Figures 4 and 5 each show a
chromatogram corresponding to the injection of BCR-464 (tuna fish) and DOLT-4 (dogfish liver),
respectively. Additionally, Figures 4 and 5 show the measured mass isofopomer distributions for
each compound. These observed mass isotopomer distributions can be compared to those
shown in Figure 1 for the pure compounds. As illustrated, MeHg and Hg(ll) peaks were readily
resolved without coelution of any interfering compounds which could shift the measured
abundances. It is worth notfing that the peak eluted between MeHg and Hg(ll) was not observed
using GC(ICP)MS (data not shown), which confirms that it is an organic impurity which does not
contain mercury. Also the injection of the samples using the pulsed splitless mode at 60 psi
decreased significantly the peak width, particularly for MeHg, obtaining detection limits for MeHg
and Hg(ll) of 8.8 and 9.2 ng g, respectively (calculated as three times the standard deviation of
n = 9 independent blank values). The results obtained are listed in Table 4. As can be seen, the
concenfrations obtained were in very good agreement with the cerfified values with an excellent
reproducibility, validating the proposed procedure. Once again, the exiracts were reanalyzed
using GC(ICP)MS, leading to the same fransformation factors, which confirms the suitability of the

GC(EI)MS system to carry out accurate double-spiking species-specific isotope dilution analysis.
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Figure 4. GC(EI)MS chromatogram for Hg speciation after double-spiking of ?Hg (Hg(ll)) and 2'Hg (MeHg)

and propylation derivatization in tuna fish tissue (BCR-464). The measured isotope abundances for each peak

are also indicated.
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Figure 5. GC(EI)MS chromatogram for Hg speciation after double-spiking of ?Hg (Hg(ll)) and 2'Hg (MeHg)

and propylation in dogfish liver (DOLT-4). The measured isotope abundances for each peak are also

indicated.
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CONCLUSIONS

The present work opens for the first time, the applicability of multiple spiking IDA to
molecular mass spectrometry. We have exemplified this application with the mercury speciation
analysis using the less-expensive and widespread GC(EI)MS instrumentation and commercially
available enriched '%?Hg (Hg(ll)) and 1Hg (MeHg) spikes. The use of GC(EI)MS for mercury
speciation could be a good alternative to the more sophisticated and less available GC(ICP)MS
coupling. The application of isotope pattern deconvolution has allowed the calculation of the
concentrations of Hg(ll) and MeHg directly from the GC(EI)MS mass isotopomer distributions of
the Hg species without the measurement or calculation of elemental isotope ratios. The proposed
double spike IPD equations take also into account possible impurities in the enriched spikes used
and enable the accurate correction for species inferconversion, providing concenfrations in
agreement with the cerfified values of the CRMs analyzed. However, the accuracy of the
proposed procedure should be tested at lower concentration levels in real samples. The
methodology developed in this work comprises clear methodological differences from other
patented double spike techniques in elemental speciation?223 as it only requires the
measurement of mass isotopomer distributions of the analyte species instead of elemental

isotope ratios in the species-specific chromatographic fransient signals.

Finally, it has been demonstrated that the transformation reactions not only depend on
the sample digestion procedure and/or conditions but also on the maftrix to be analyzed.
According to this, the use of classical calibration approaches or even the use of single isotope
spikes in Hg speciation analysis will not provide reliable results unless a previous study of the
matrix-specific exiraction conditions for each sample is performed. However, the use of a
multiple-spiking methodology ensures the reliable routine application of one set of optimized

extraction conditions to all sample types regardless of species inferconversion reactions.
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4.1. INTRODUCCION

Existe una enorme cantidad de compuestos quimicos prioritarios que pueden
encontrarse en nuestro entorno y cuyo contenido mdximo estd legislado por motivos
diversos como el control de procesos, del estado del medioambiente o de la salud
humana. Para cada uno de ellos se necesita de metodologia analitica fiable que
proporcione su concentracién con adecuada precision, exactitud y trazabilidad en
distintos tipos de matrices tanto industriales, medioambientales como bioldgicas. La
puesta a punto y uso de esta metodologia analitica es parte fundamental del trabajo
diario de cualquier Laboratorio de Ensayo. Las muesiras que deben analizarse vy, por
tfanto, las matrices con las que deben enfrentarse estos laboratorios, pueden ser tan
simples como un agua subterrdnea o tan complejas como un sedimento o un fluido

bioldgico.

Hoy en dia, la inmensa mayoria de ensayos andaliticos se llevan a cabo
mediante el acoplamiento de una técnica de separacion (LC o GC, en funcién de la
polaridad y volatilidad del analito concreto) a la técnica de deteccidn Espectrometria
de Masas (MS). La matriz que, inevitablemente, acompana a los analitos de interés
(incluso después de complejos procesos de tratamiento de muestra) puede provocar
problemas severos en la etapa de medida instrumental, el conocido efecto matriz,
que puede conllevar graves errores de cuantificacion. En GC-MS (Q) la coelucion de
otros compuestos junto con el analito puede causar interferencias en el espectro de
masas, que pueden ser solventadas mejorando la separacidn cromatogrdfica,
aplicando una etapa de purificaciéon eficaz y/o aumentando la selectividad con
espectrometria de masas en tdndem (MS/MS).' En el caso de LC-MS/MS (QQQ), el

efecto matriz se traduce en una modificacidén de la ionizacion, especialmente con
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interfases de electrospray (ESI). Para minimizar esta depresion o exaltacion de la senal
del andalito se han propuesto diferentes estrategias: cuantificacién mediante calibrado
en mafriz, ufilizacion de interfases diferentes, dilucion de la muestra, mejora de la
purificacion y separacién cromatogrdfica, asi como el uso de patrones internos
andlogos estructuralmente.’-5 Sin embargo, debido a la gran complejidad y diversidad
en la composicién y concentraciéon de la matriz de las muestras, la aplicacion de estos

procedimientos, en muchas ocasiones, no resuelve el problema adecuadamente.6-12

Por este motivo, en los Ultimos anos se estd extendiendo el uso de patrones
infernos marcados con un isétopo estable (SIL-IS), pues son estructuralmente idénticos
al analito de interés y presentan prdcticamente el mismo comportamiento fisico-
guimico. Como consecuencia de ello, el SIL-IS coeluye con el analito y se ve sometido
al mismo efecto matriz.1® Esta técnica, conocida como espectrometria de masas con
dilucién isotdopica (IDMS) se basa en la medida de la relacidén de dreas de pico del
analito y SIL-IS en el espectrometro de masas. La concentracién de analito en la
muestra se calcula representando una curva de calibrado con disoluciones patrén del
compuesto natural de concentracién creciente fortificadas con la misma cantidad de
patrén interno que la muestra. Para no tener problemas de solapamiento en el
espectro de masas el SIL-IS presenta un exceso de masa igual o superior a tres
unidades. Naturalmente, el ion seleccionado debe mantener ese incremento de
masa, por lo que hay que evitar las fragmentaciones que impliquen una pérdida del
marcaje. Sin embargo, la disolucidon de marcado suele contener pequenas cantidades
de compuesto natural que interfieren en la senal de los patrones de analito, que a su
vez pueden coniribuir ligeramente en la intensidad del SIL-IS. Esto provoca una
desviacién de la linealidad de la curva de calibrado para las relaciones molares del
compuesto natural y del marcado bajas y altas, haciendo que sea lineal sélo en una
region restringida.14 Los SIL-IS suelen estar marcados con 13C, N o 2H. En este Ultimo
caso, dado que el 2H tiene el doble de masa que el H, los enlaces C-2H y C-H
presentan diferente polarizabilidad, lo que puede ocasionar que los tiempos de
retencién del compuesto natural y del marcado sean distintos.15-18 Asi, para minimizar
estas diferencias y corregir correctamente el efecto matriz se suele reducir el nUmero

de dtomos marcados a los estrictamente necesarios.4
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Cabe comentar una segunda ventaja de la cuantificacién mediante IDMS
respecto a las ofras estrategias de calibracion (tales como calibracién externa o
adiciones estandar). Una vez equilibrada la muestra con el analito marcado, las
posibles pérdidas de sustancia durante el tfratamiento de muestra afectaran por igual
al analito natural y al compuesto marcado, de manera que la medida de la relacién
isotépica no se verd alterada. En consecuencia, no es necesario conocer los factores
de preconcentracion o dilucion de la muestra ni tener en cuenta las etapas de
separacién o evaporaciéon no cuantitativas. Todo ello confiere a IDMS una gran
exactitud y precisién, siendo la técnica mdas adecuada para desarrollar métodos de
referencia.1920  Aunque en la actualidad existen pocos patrones marcados
isotépicamente y ademds son muy caros, cosa que limita su aplicacién, la previsidn es

gue su nuUmero vaya en aumento y que disminuyan los precios.1?

Una alternativa a la IDMS convencional es la herramienta de cdiculo de
Deconvolucion de Perfiles Isotdpicos (IPD). En este caso, y teniendo en cuenta que la
relacion isotépica no depende de la sensibilidad instrumental, no se hace uso de
curvas de calibrado, lo que permite el cdiculo de la concentracién de analito a partir
de una Unica inyecciéon. El cdlculo de la deconvolucién se lleva a cabo mediante
regresiéon lineal multivariante e implica la medida de todo o parte del perfil isotdpico
(distribucion de isotopdmeros de masa) en la mezcla de compuesto natural vy
marcado. Se asume que la composicidn isotépica de la mezcla es una combinacion
lineal de dos perfiles isotdpicos: el del compuesto natural y el andlogo marcado,
resultantes de la contribucién de los diferentes isétopos de cada elemento
constifuyente en la molécula. El cdlculo mediante regresion lineal multivariante
proporciona la fraccién molar de ambos compuestos en la mezcla y, dado que la
relacion de fracciones molares es igual a la relacién de concentraciones en la
muestra, la concentracidn de analito. Ademds, este procedimiento permite la
superposicion espectral de los clusters natural y marcado y la correccidon de
interferencias en el espectro de masas, dado que permite incluir en los cdlculos mds

isdtopos que los estrictamente requeridos para el andlisis por dilucién isotépica.?!

El cdlculo mediante IPD aparece pues como una alternativa prometedora a la

determinacién de compuestos orgdnicos mediante IDMS  convencional.
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Recientemente, se ha aplicado IDMS en combinacién con IPD a GC-MS (Q) haciendo
uso de compuestos marcados con Hg enriquecido, bromo y 13C.22-24 No obstante, la
aplicacion de IPD a compuestos orgdnicos utilizando espectrometria de masas en
tdndem es mucho mds compleja y no ha sido descrita aun. En este capitulo se detalla
cémo la fragmentacién de la molécula de analito modifica su perfil isotépico y se
propone un procedimiento de cdlculo para tener en cuenta dicha variacion y hacer
posible su cuantificacién mediante IPD. Como prueba de concepto se ha escogido la
determinacién de diclofenaco en muestras de agua residual mediante
UHPLC(ESI)MS/MS utilizando diclofenaco-ds como compuesto marcado. Debido a la
presencia de dos cloros en la molécula y a que la eficiencia de marcaje isotdpico con
4 dtomos de deuterio es inferior al 100%, se produce una superposicidn en los clusters
que interfiere las transiciones utilizadas en la cuantificacion y confirmacion. Para
corregir adecuadamente dichas contribuciones, se ha calculado la distribucion de
iones productos de cada perfil isotépico resultantes de la pérdida neutra de masa
seleccionada y se han comparado con los valores experimentales obtenidos para
varias matrices y niveles de concentracion. Por ofro lado, se ha descartado la
existencia de posibles efectos isotépicos del compuesto deuterado durante la etapa
de extraccidn e ionizacion. Para ello, se representd la relacién de fracciones molares,
obtenidas experimentalmente utilizando IPD, de distintas mezclas de analito natural y
marcado en funcidén del cociente de sus concentraciones. Si ambos compuestos
presentan el mismo comportamiento originardn una recta con pendiente 1 vy
ordenada en el origen 0. Ademds, se ha restado la contribucidén del marcado en la
transicion de confirmacién, lo que ha dado lugar a Q/qg ratios exclusivos del
compuesto natural, lo que no seria posible utilizando la relacidon de dreas de pico.
Finalmente, se ha reducido el nUmero de transiciones incluidas en el procedimiento
propuesto a un total de tres, con el fin de no comprometer la multiresidualidad del
método. La metodologia se ha validado para agua superficial, agua residual y agua

residual depurada. Los resultados obtenidos se muestran en el articulo cientifico 6.
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4.2. DETERMINACION Y CONFIRMACION DE DICLOFENACO EN AGUAS SIN
CURVA DE CALIBRADO MEDIANTE IPD Y LC-MS/MS CON ANALIZADOR
QqQ

El diclofenaco sédico, o acetato de (o-((2,6-diclorofenil)amino)fenil de sodio es
uno de los antiinflamatorios mds utilizados a nivel mundial. Su mecanismo de accién
consiste en la inhibicion de la sintesis de prostaglandinas en los tejidos inflamados, lo
cual le confiere propiedades analgésicas, antipiréticas y antiinflamatorias. En cuanto a
sus efectos secundarios cabe destacar su toxicidad gastrointestinal, que puede
originar lesiones en la mucosa digestiva, desde simples irritaciones hasta la produccién
de Ulceras pépticas o perforaciones intestinales.! Como resultado de su amplio
consumo, el diclofenaco estd considerado como uno de los compuestos
farmacéuticos activos mdas importantes presentes en el ciclo del agua, halldndose en
aguas residuales depuradas urbanas en concentraciones que van desde varios ng L
a unos pocos Ug L1.2 Estos niveles pueden por si solos provocar efectos adversos en el
medioambiente 34 pero combinados con la presencia de otros fdrmacos su impacto
se incrementa notablemente.5 Por este motivo, resulta necesario desarrollar una
metodologia rdpida, sensible y robusta que permita controlar la presencia de este

conjunto de compuestos en las aguas medioambientales y residuales.

Gran parte de los métodos reportados en la bibliografia para determinar
diclofenaco en aguas estdn basados en el uso de HPLC-ESI-MS/MS con analizador
QgQ en modo SRM. A pesar de la elevada sensibilidad que proporciona este
acoplamiento, a menudo se requiere una etapa de preconcentracidon previa por
extraccion en fase sélida (SPE).2¢ Esto conlleva que se preconcentren también algunos
componentes de la matriz de la muestra, especialmente en aguas residuales, que
pueden coeluir con el analito y ocasionar depresién de la senal.? Para corregir este
efecto matriz se suele anadir a la muestra el patrén marcado isotdépicamente
dilofenaco-ds, que se utiliza como patrdn interno.8-12 Sin embargo, el cluster espectral
de este compuesto se solapa con el de abundancia natfural, lo que puede
comprometer la correcta cuantificacién y confirmacién del analito.8 En efecto, la

respuesta instrumental de las transiciones interferidas depende tanto del compuesto
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con abundancia natural como del andlogo marcado, dando lugar a curvas de
calibrado no lineales y Q/q ratios diferentes de las tedricas. El procedimiento
matemdtico IPD permite calcular la contribucion de cada uno de los perfiles
isotopicos, por lo que su aplicacion a espectrometria de masas en tdndem haria
posible la utilizacién de las transiciones interferidas. Ademds, si el analito natural y
marcado no presentan efectos isotdpicos, se podria emplear este Ultimo como un
trazador para calcular la concentracién de diclofenaco directamente desde la

inyeccién de la muestra, esto es, sin curva de calibrado.

En este tfrabajo se han desarrollado las ecuaciones necesarias para la
aplicacion de IPD a espectrometria de masas en tdndem (QQQ). Para demostrar la
validez de dicho procedimiento se ha escogido la determinacion de diclofenaco en
aguas, utilizando diclofenaco-ds como compuesto marcado. Basdndonos en el
desarrollo matemdtico descrito en el capitulo 1, se puede establecer el siguiente
sistema de ecuaciones para los iones moleculares desprotonados del compuesto

natural y del marcado que se generan durante la ionizacién ESI negativa:

204 | 204 5294 ]

294

ix at ab €

295 295 295 295
ix at ab €

296 296 296 296
ix at ab €

297 297 297 297
ix at ab €

298 298 298 298
ix | = at ab Xnat + € “ )

299 299 299 X e299
ix at ab lab

300 300 300 300
ix at ab €

301 301 301 301
ix at ab €

302 302 302 302
ix at ab €

303 303 303 303
iX | | " nat ab | _e ]

donde Al son las abundancias relativas experimentales del compuesto en la mezcla
para las diferentes masas i; A, Y Ay son las abundancias relativas teéricas del

diclofenaco natural y marcado isotépicamente, respectivamente; X,, Y X, indican

las fracciones molares de cada perfil isotdpico en la muestra fortificada y ‘e’ es el

vector error de la regresion lineal multiple.
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Es importante senalar que, en ausencia de efectos isotépicos, la proporcion
relativa de los clusters [M-H]- provenientes del diclofenaco con abundancia natural y el
diclofenaco-ds serd la misma que la proporcidn en que se encontraba cada perfil
isotépico en la muestra fortificada. De manera que conociendo los moles de
diclofenaco marcado anadidos, Niab, se pueden calcular los moles de diclofenaco
con abundancia natural en la muestra, Nnat, mediante la ecuacion (2), sin requerir

calibraciéon metodolégica.

_ Xnat
Nnat - Nlab 2 (2)
ab
Al aplicar una energia de colisién suficiente se produce la fragmentacion de los
iones moleculares desprotonados anteriores. Si se selecciona la pérdida neutra de CO2
(44 Da) se puede plantear el siguiente sistema de ecuaciones para los iones producto

resultantes:

294>250 294>250 294>250 294>250
ix at ab €

295>251 295>251 295>251 295>251
ix at ab €

296>252 296>252 296>252 296>252
ix at ab €

297>253 297>253 297>253 297>253
ix at ab e

298>254 298>254 298>254 X 298>254
ix — at ab nat | € (3)

299>255 299>255 299>255 X, 299>255
ix at ab lab €

300>256 300>256 300>256 300>256
ix at ab €

301>257 301>257 301>257 301>257
ix at ab €

302>258 302>258 302>258 302>258
ix at ab €

303>259 303>259 303>259 303>259
ix i at ab _e i

i>]

Los valores x corresponden a las abundancias relativas medidas del

compuesto en la mezcla para la transicién SRM de masas nominales i > j; A2l y A2
son las abundancias relativas tedricas para la fransicion i > j de cada perfil isotépico y
Xnat Y Xap lOs fracciones molares de diclofenaco natural y marcado en la muestra
fortificada.

Hay que reseiar que las composiciones isotdpicas que contienen 13C, 170 y/o

180 originan pérdidas neutras mayores de 44 Da, generando mds iones producto que
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los incluidos en la ecuacién (3). En esos casos, la abundancia tedrica del ion producto

seleccionado serd menor que la del ion precursor de partida. Los diferentes valores
i Y A se calcularon tedricamente teniendo en cuenta la abundancia relativa

de las diferentes composiciones isotdpicas y el nUmero de isétopos implicados en la

pérdida neutra, dando lugar a la siguiente expresién matricial:

204>250 | [048896 0.00001]

294>250 |

; €

ix

205-251| 1007110 000068 295251
2062252 | | 031769 001321 296252
297>253 004570 011493 e297>253

ix
298254 | | 005313 038770| [ Xy . 208> 254
2092255 | | 000741 012703| | Xap 2065255

300-256 | | 000050 024762 300-256

D

(4)

0]

ix

i €
ix
301257 || 000002 004622 301257
302>258 0.00000 004111 e302>258
ix A A
303>259 0.00000 0.00559 303259

Una vez desarrollada la metodologia de cdlculo, se evalud su aplicabilidad en
la determinacién de diclofenaco en muestras de agua medioambiental y residual. En
primer lugar, se comprobd la validez de las abundancias tedricas calculadas. Para
ello, se realiz6 la inyecciéon individual del analito natural y marcado en distintas
maftrices y a varios niveles de concentracién. Al no apreciar diferencias significativas
entre los valores experimentales y tedricos se descartd la presencia de interferencias

espectrales en las matrices de muestra consideradas.

Posteriormente, se examind la posible aparicién de efectos isotépicos entre el
diclofenaco de abundancia natural y el marcado isotépicamente. Concretamente, se
inyectaron mezclas con diferentes proporciones de diclofenaco natural y diclofenaco-
ds4 y se calcularon las fracciones molares de los dos perfiles isotdpicos en cada una de

las disoluciones utilizando el procedimiento propuesto. De acuerdo con la ecuacion
(2), la representacion de X, / X,, frente a N, /N, deberia dar una linea recta de

pendiente 1 y ordenada en el origen 0. Los resultados no mostraron una desviacién
significativa respecto a la linea tedrica anterior, lo que indica que no hay efectos

isotopicos destacables. Es importante aclarar que para calcular las fracciones molares
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no es necesario utilizar todas las ecuaciones del sistema matricial (4), por lo que se
minimizd el nimero de transiciones adquiridas para no comprometer la capacidad de
determinaciéon simultdnea de otfros compuestos en la misma inyeccidn
cromatogrdfica. Las transiciones SRM seleccionadas fueron: 294 > 250, 296 > 252 y 298
> 254,

Por otfro lado, se evalud la capacidad de la metodologia propuesta para fines
confirmatorios. De acuerdo con el criterio EU Decision 2002/657/EC, la muestra se
considera positiva cuando la relacién de iones experimental entre la transicién de
cuantificacién (Q) y confirmacion (g) estd dentro del margen de tolerancia
establecido para las condiciones de andlisis utilizadas. En el caso del diclofenaco, Q
corresponde a la fransiciéon 294 > 250, mientras que para g se suele utilizar la transiciéon
296 > 252 .28 Puesto que el compuesto marcado contiene impurezas de diclofenaco-da,
que interfieren en la transicidén 296 > 252, el uso de la relacién de las dreas de pico
conducird a Q/q ratios diferentes de las tedricas, lo que puede dar lugar a falsos
negativos. Como la aplicacién de regresidn lineal multiple permite calcular la
contribucién de cada perfil isotépico en la transicion interferida, este procedimiento
también se puede utilizar para restar la contribucién del compuesto marcado en la
transicién 296 > 252:

2945250 2945250
ix ab
2965252 _— 2965252
ix ab ab
2;4>250 298>254 298>254
2065252 | _ X ab 5
al - ( )
298>254 Xhat

al

donde A/ son las abundancias calculadas de diclofenaco natural en la muestra.

294>250/ 296>252

o o proporcionaria el valor correcto de

De manera que la relacién

Q/q ratio. Para verificar este punto, se inyectaron mezclas con diferentes proporciones
de diclofenaco natural y diclofenaco-ds y se calcularon las Q/qg ratios, comparando

los resultados con los obtenidos al utilizar la relacidon de dreas de pico. Tal y como se
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esperaba, sélo fue posible confirmar la presencia del analito en la totalidad de las

muestras haciendo uso del procedimiento propuesto.

La validacion de la metodologia se llevdé a cabo con el andlisis de agua
superficial, agua residual y agua residual depurada forfificada con 1 ng g' de
diclofenaco (n = 3 e inyectadas por ftriplicado), incluyendo una etapa de
preconcentracidn con SPE. En estas condiciones, la concentracién de analito
enddégeno presente en las muestras “blanco” de agua residual (previamente
analizada) se restd a la de la muestra fortificada. Las recuperaciones estuvieron
comprendidas entre 90-110% para todas las matrices estudiadas. Los resultados se
compararon con los obtenidos al seleccionar los iones moleculares desprotonados sin
fragmentar (ecuacién 1). En este caso, las recuperaciones para el agua residual y
residual depurada no fueron satisfactorias, debido a la coelucién de compuestos
isobdricos presentes en estas matrices complejas. Esto pone de manifiesto la
necesidad de aplicar el procedimiento de regresiéon lineal a los iones producto para
alcanzar la selectividad requerida en este tipo de muestras. La incertidumbre total
combinada para cada réplica se calculd siguiendo el procedimiento de Kragten
basado en hojas de cdiculo.’® Cabe senalar que, a diferencia de las estrategias de
calibrado clésico, para utilizar el procedimiento desarrollado es necesario conocer
exactamente la concentracion y extension del enriquecimiento del compuesto
marcado, los cuales contribuyen a la incertidumbre combinada total. En todo caso, se
observé que la principal fuente de incertidumbre procede de la medida de las

abundancias isotépicas experimentales, dando lugar a RSDs de alrededor del 5%.

Por Ultimo, es importante mencionar que el uso de la presente metodologia
abre las puertas al marcaje isotdpico minimo del analito, lo cual minimizaria la
extension de los posibles efectos isotdpicos y en consecuencia proporcionaria

determinaciones mds exactas para muestras de matriz compleja.

224



Capitulo 4 Aplicacion de IPD a espectrometria de masas en tdndem de baja resolucion

4.2.1. Bibliografia

1.

Skoutakis, V.A.; Carter, C.A.; Mickle, T.R.; Smith, V.A.; Arkin, C.R; Alissandratos, J.;
Petty, D.E. Review of diclofenac and evaluation of its place in therapy as a

nonsteroidal antiinflamatory agent. Drug Intell. Clin. Pharm. 1988, 22, 850-859.

Gracia-Lor, E.; Sancho, J.V.; Herndndez, F. Simultaneous determination of acidic,
neutral and basic pharmaceuticals in urban wastewater by ultra high-pressure
liquid chromatography-tandem mass spectrometry. J. Chromatogr. A 2010, 1217,
622-632.

Richardson, S.D. Environmental mass spectrometry: emerging contaminants and
current issues. Anal. Chem. 2010, 82, 4742-4774.

Letzel, M.; Metzner, G.; Letzel, T. Exposure assessment of the pharmaceutical
diclofenac based on long-tferm measurements of the aquatic input. Environ. Int.
2009, 35, 363-368.

Cleuvers, M. Mixture toxicity of the anfi-inflamatory drugs diclofenac, ibuprofen,

naproxen, and acetyilsalicylic acid. Ecotoxicol. Environ. Saf. 2004, 59, 309-315.

Kasprzyk-Hordern, B.; Dinsdale, R.M.; Guwy, A.J. The effect of signal suppression and
mobile phase composition on the simultaneous analysis of mulfiple classes of
acidic/neutral pharmaceuticals and personal care products in surface water by
solid-phase extraction and ultra performance liquid chromatography-negative

electrospray tandem mass spectrometry. Talanta 2008, 74, 1299-1312.

Hernando, M.D.; Heath, E.; Petrovic, M.; Barceld, D. Trace-level determination of
pharmaceutical residues by LC-MS/MS in natural and treated waters. A pilot-survey
study. Anal. Bioanal. Chem. 2006, 395, 985-991.

Gracia-Lor, E.; Sancho, J.V.; Herndndez, F. Multi-class determination of around 50
pharmaceduticals, including 26 antibiotics, in environmental and wastewater
samples by ultra high-performance liquid chromatography-tandem mass
spectrometry. J. Chromatogr. A 2011, 1218, 2264-2275.

Loépez-Serna, R.; Petrovic, M. Barceld, D. Development of a fast instrumental

method for the analysis of pharmaceuticals in the environmental and wastewaters

225



Capitulo 4 Aplicacion de IPD a espectrometria de masas en tdndem de baja resolucion

based on ultra high performance liquid chromatography (UHPLC)-tandem mass
spectrometry (MS/MS). Chemosphere 2011, 85, 1390-1399.

10. Capdeville, M.J.; Budzinski, H. Trace-level analysis of organic confaminants in

drinking waters and grounwaters. Trends Anal. Chem. 2011, 30, 586-606.

11. Lin, K.; Gan, J. Sorption and degradation of wastewater-associated non-steroidal

anti-inflamatory drugs and anfibiotics in soils. Chemosphere 2011, 83, 240-246.

12. Magnér, J.A.; Alsberg, T.E.; Broman, D. Bag-SPE-a convenient extraction method for
screening of pharmaceutical residues in influent and effluent water from sewage
freatment plants. Anal. Bioanal. Chem. 2009, 395, 1481-1489.

13. Kragten, J. Calculating standard deviations and confidence intervals with a

universally applicable spreadsheet technique. Analyst 1994, 119, 2161-2165.

226



Capitulo 4 Castillo et al./ Anal. Chim. Acta (submitted)

4.2.2. Articulo cientifico 6

“Isotope pattern deconvolution-tandem mass spectrometry for calibration-free
quantification in organic analysis. Application to the determination and
confirmation of diclofenac in wastewaters”

A. Castillo, E. Gracia-Lor, A.F. Roig-Navarro, J.V. Sancho, P. Rodriguez-Gonzdlez

and J.I. Garcia Alonso.

Elsevier Editorial System (tm) for Analytica Chimica Acta
Manuscript Draft
Manuscript Number:
Title: ISOTOPE PATTERN DECONVOLUTION-TANDEM MASS SPECTROMETRY FOR CALIBRATION-
FREE QUANTIFICATION IN ORGANIC ANALYSIS. APPLICATION TO THE DETERMINATION AND
CONFIRMATION OF DICLOFENAC IN WASTEWATERS
Article Type: Full Length Article

Section/Category: MASS SPECTROMETRY

Keywords: Isotope Pattern Deconvolution; Tandem Mass Spectrometry; Isotope Dilution Mass
Spectrometry; Calibration-free determination; Diclofenac

Corresponding Author: Dr. . Ignacio Garcia Alonso, PhD
Corresponding Author's Institution: University of Oviedo
First Author: J. Ignacio Garcia Alonso, Ph.D.

Order of Authors: J. Ignacio Garcia Alonso, Ph.D.; Angel Castillo; Emma Gracia-Lor; Juan V Sancho, Ph.D.;
Pablo Rodriguez-Gonzalez, Ph.D.; Antoni Francesc Roig-Navarro, Ph.D.

Suggested Reviewers: Ellen Stokvis

apess@slz.nl

All the reviewers suggested are authors with references cited in manuscript due to their expertise in
IDMS

Jaap Wieling
jaap.wieling@xendo.nl

Nobuyasu Itoh
nobuyasu-itoh@aist.go.jp

Barbara Kasprzyk-Hordern
bkasprzy@glam.ac.uk

227



Capitulo 4 Castillo et al./ Anal. Chim. Acta (submitted)

Isotlope pattern deconvolution-tandem mass spectrometry for
calibration-free quantification in organic analysis. Application to the

determination and confirmation of diclofenac in wastewaters

A. Castillo, E. Gracia-Lor', A.F. Roig-Navarro’, J.V. Sancho!, P. Rodriguez-Gonzdlez?, J.I. Garcia Alonso?
IResearch Institute for Pesticides and Water, Universitat Jaume |, E-12071 Castelld, Spain

2Department of Physical and Analytical Chemisstry, Faculty of Chemistry, University of Oviedo, Julian Claveria
8, 33006 Oviedo, Spain

ABSTRACT

In this work, Isotope Dilution Mass Spectrometry (IDMS) in combination with Isotope
Pattern Deconvolution (IPD) has been applied to MS/MS (QQgQ) in order to carry out the
quantification and confirmation of diclofenac in complex matrix water samples without the use
of any methodological IDMS calibration graph. In this alternative approach, the isotope
composition of the spiked sample is measured after fragmentation by SRM and deconvoluted
info its constituting components (molar fractions of natural abundance and labeled compound)
by multiple linear regression (IPD). This procedure allows spectral overlap between both clusters
and does not require the establishment of an IDMS calibration graph. The procedure has been
evaluated for the determination of the pharmaceutical diclofenac in effluent and influent urban
wastewaters and fortified surface waters by UHPLC(ESI)MS/MS using diclofenac-ds as labeled
compound. Calculations were performed acquiring a part and the whole fragment cluster ion,
achieving in all cases recoveries within 90-110% and coefficients of variation values below 5% for
all water samples tested. In addition, potential false negatives arising from the presence of
diclofenac-d2 impurities in the labeled compound were avoided when the proposed approach
was used instead of the classical IDMS calibration procedure. Finally, the number of SRM
fransitions measured was minimized to three to make possible the application of this alternative

technique in routine multi-residue analysis.
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INTRODUCTION

Mass spectrometry has been widely accepted as the main tool in the identification,
structural characterization and quantitative determination of organic pollutants in food and
environmental samples. Nowadays, GC-MS equipped with a single quadrupole (Q) is widely
applied to the quantification and confirmation of pre-target non-polar, volatile and semi-volatile
compounds. However, the determination of semi-polar and polar compounds is usually
performed by LC-MS/MS with friple quadrupole (QQQ) in the Selected Reaction Monitoring (SRM)
mode. The main limitation of these methods for quantitative purposes are the non-quantitative
steps during sample preparation in GC-MS (such as derivatization), and the ion
suppression/enhancement caused by matrix components when using an LC-MS/MS electrospray
ion source (ESI). The use of stable isotopically labeled compounds as internal standards
(deuterated or 3C-labeled) is normally the preferred strategy to correct for such problems! and
these IDMS methodologies are increasingly being implemented in routine testing laboratories. The
classical procedure in organic IDMS involves the preparation of a calibration graph in which the
labeled compound is used as internal standard. However, for routine testing laboratories, IDMS

procedures which do not require the constfruction of a calibration graph would be welcome.

One of these IDMS procedures that do not require calibration graphs is Isotope Pattern
Deconvolution (IPD). This procedure has been previously applied for the evaluation of cluster
purity?4 in organic Mass Spectrometry, for elemental analysis>¢ and trace element speciation’-?
and for metabolism studies.’%13 Briefly, Isotope Pattern Deconvolution is based on the
determination of the molar fractions for each pure isotope pattern (natural abundance or
labeled) contributing to the isofope pattern observed in the mixture of natural (native) and
labeled analyte (added) by multiple least squares. This alternative approach does not require
any methodological calibration graph and allows the spectral overlap between natural and
labeled clusters. In addition, as more isotopes than those strictly required for isotope dilution
analysis can be included in the calculation, the extra degrees of freedom can be used to correct
for interferences in the mass spectrum.>6.14 In the case of molecular Mass Spectrometry, mass
isotopomer distributions resulting from the conftribution of the different isotopes of each element
in the molecule are used instead of elemental isotope abundances.'> Recently, IDMS in
combination with IPD has been applied to GC-MS (Q) using organic compounds labeled with
isotopically enriched mercury,'¢ bromine'” and '3C.'8 However, the application of IPD for organic
compounds with tandem mass spectrometry has not been reported yet. The fact that the mass

isotopomer distribution in the molecule changes during fragmentation has to be taken into
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account for the application of IPD in tandem mass spectromeftry. For the development of the

HPLC-ID-MS/MS procedure we have selected diclofenac as model compound.

Diclofenac is a widely consumed pharmaceutical that has been observed in urban
wastewater effluents at concentration levels in the range of high ng L' or low ug L1,'? which are
enough to induce chronic toxicity in fish.! Normally, an off-line preconcentration step by solid-
phase extraction (SPE) is required to reach the sensitivity necessary to detect the above
mentioned concentrations of diclofenac.20-22 However, some matrix components coming from
the waste water samples are also preconcentrated and may co-elute with the analyte, leading
to ion suppression in the ESI-based MS detection.!? Additionally, spectral overlap between natural
abundance and labeled diclofenac pose some difficulties in the determination of this compound
by classical IDMS.'? In this paper, we have evaluated the application of IPD with tandem MS
(QaQ) both for quantitation and confirmation purposes. The analytical figures of merit of the
proposed methodology were compared with those obtained by the classical IDMS procedure.
The validation of the methodology was carried out by analyzing surface water, effluent
wastewater and influent wastewater samples, with only three SRM transitions required, not to
compromise the simultaneous determination of other compounds during the same

chromatographic run.

EXPERIMENTAL SECTION

Instrumentation

UHPLC analysis was carried out using an Acquity UPLC system (Waters Corp., Milford, MA,
USA), equipped with a binary solvent manager and a sample manager. For the
chromatographic separation, an Acquity UPLC BEH column 1.7 um, 50 mm x 2.1 mm (i.d.)
(Waters) at a flow rate of 0.3 mL min' was employed. The column was kept at 60 °C and the
sample manager was maintained at 5 °C. Mobile phase consisted of water/methanol gradient
both 0.1 mM NHsAc and 0.01% HCOOH. The methanol percentage changed linearly as follows: 0
min, 5%; 1.5 min, 5%; 2 min, 30%; 3 min; 50%; 5 min, 70%; é min, 90%; 7.1 min, 5%. Analysis run fime
was 9 min. Mobile phases were filtered under vacuum through 0.22 ym nylon membrane filters.
Under these condifions ds-labeled and unlabeled diclofenac eluted after 5.51 and 5.53 min,

respectively.

A TQD (quadrupole-hexapole-quadrupole) tandem mass spectrometer with an
orthogonal Z-spray-electrospray interface (Waters) was used for UHPLC analysis. Drying gas as

well as nebulizing gas was nifrogen generated from pressurized air in a N2 LC-MS (Claind,
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Teknokroma, Barcelona, Spain). Cone gas and desolvation gas flows were set at 60 L h'' and 1200
L h, respectively. For operation in MS/MS mode, collision gas was Argon 99.995% (Praxair,
Valencia, Spain) with a pressure of 2 x 103 mbar in the T-Wave collision cell. Capillary voltage was
-3.0 kV in the negative ionization mode. Interface temperature and source temperature were
opfimized at 500 and 120 °C, respectively. Dwell fimes of 10 ms scan were selected for each SRM
fransition. Masslynx 4.1 (Micromass, Manchester, UK) software was used to process quantitative

data.

Reagents and Materials

The pharmaceutical natural abundance diclofenac and isotopically labeled diclofenac-
ds (92.8% enrichment) were purchased from Sigma-Aldrich (Steinheim, Germany) and CDN
Isotopes (Quebec, Canada), respectively. Stock solutions were prepared by dissolving the
corresponding standards in methanol (Scharlau, Barcelona, Spain). All stock solutions were stored
at 4 °C and employed to prepare daily gravimetrically diluted working standard solutions in
methanol. The concentration of the labeled diclofenac was determined by microLC(ICP)MS,
using external calibration with natural abundance diclofenac, and detecting chlorine at mass 35.
Also, the deuterium enrichment of the labeled diclofenac was checked using UHPLC (ESI)MS/MS
in the pseudo-SRM approach. HPLC-grade water was obtained by purifying demineralized water
in a Milli-Q gradient A10 (Millipore, Bedford, MA, USA). Formic acid (HCOOH, content >98%) and
ammonium acetate (NHi:Ac, reagent grade) were supplied by Scharlau (Barcelona, Spain). SPE

cartridge used was Oasis HLB (60 mg) from Waters.

Procedures

Extraction of the Pharmaceutical from Water

All influent (IWW) effluent (EWW) and surface water samples (SW) with observable
suspended particulate matter were centrifuged at 4500 rom for 5 min before loading the SPE
cartridges. Oasis HLB cartridges were previously conditioned with 3 mL of methanol and 3 mL of
HPLC-grade water. 100 mL of water sample were spiked with an appropriate amount of the
labeled diclofenac standard according to the random error propagation theory.24 The IWW
samples were diluted five times due to their high complexity and elevated organic matter
content. In order to correct for volumetric errors, the amount of sample and spike added were
determined gravimetrically. Then, the sample was passed through the cartridge by gravity (flow
rate around 3 mL min-!'). After drying under vacuum, analytes were eluted with 5 mL of methanol.

The exfract was evaporated to dryness under a gentle nitrogen stream (40 °C) and finally
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reconstituted with 1 mL methanol-water (10:90). Analysis was carried out by injecting 20 uL of the
final extract in the UHPLC-MS/MS system.

Measurement of Mass Isotopomer Distributions

For initial qualitative analyses, full-scan and product ion scan mass spectra were
performed by direct infusion of 1 mg L' methanol/water (50:50, v/v) of the compounds at 10 uL
min-'. Quantitative analyses were carried out on the deprotonated molecular cluster [M-H]- and
on the fragment cluster ion [(M-H)-44]- (loss of the carbon dioxide group), using pseudo-SRM and
SRM mode, respectively. In pseudo-SRM, the precursor ion is measured after application of a
fragmentation voltage which may induce the fragmentation of interfering compounds but not
the analyte, resulting in less background noise than SIM mode. Experimental MS conditions are
summarized in Table S-1 (supporting information). The isotope patterns were determined dividing
the peak area obtained for each transition (10 or 3 transitions) by the sum of all peak areas

measured. To evaluate measurement variability each sample was always injected by triplicate.

Determination and Confirmation of Diclofenac by IDMS with Isotope Pattern

Deconvolution

For the final determination and confirmation of diclofenac three fransitions were
employed: 294 > 250, 296 > 252 and 298 > 254. The isotope patterns measured in the spiked
samples were deconvoluted into the molar fractions of natural abundance and labeled

diclofenac (xnat and xiap) by multiple least squares using the equation:

294>250 294>250 294>250 294> 250

A’nix at Aab €
296>252 | _| A296>252 296>252 | | Xnat +| @296>252

A’nix - at Aab € (] )
298>254 298>254 298>254 | | Nab 298>254

A’nix at Aab €

Where the A';IXJ values corresponds to the measured relative abundance of the compound in

the mixture for the SRM fransition of nominal masses i > j and the A:]Zt‘ and Ai;bj values the

theoretically calculated or experimentally measured abundances for the natural and labeled
diclofenac, respectively. The amount (mols) of natural abundance diclofenac in the sample,
Nnat, is then calculated using equation (2) where the amount (mols) of labeled diclofenac

added, Nigb, must be known.

X
Nnat = Niap nal (2)
Xab
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For the confirmation of the presence of diclofenac in the samples the Q/qg ratios must be
computed. For this purpose, the contribution of the labeled diclofenac in the natural diclofenac

fransitions should be substracted. The calculated abundances for natural abundance diclofenac
in the sample, Aic;j , are determined using the previously calculated molar fractions according to

the following expression:

294> 250 294>250
Amix A1alb
> >
2?)? 252 | _ Xiat Ais;e 252
,%294> 250 298>254 298> 254
al Amix A1ab
206>252 | _ (3)
Acal - X
298> 254 nat

Acal

Then, the Q/qg ratio AC2§4>250/AC2§6>252 —corrected for the spectral overlap from the

labeled compound in the spiked sample- are compared with the Q/g ratio of natural

abundance diclofenac A§§?25°/A§§f>252.

RESULTS AND DISCUSSION

For the application of IPD in organic IDMS there are two new requirements that did not
need to be considered in classical IDMS: the isotope distribution of both the natural and labeled
compound must be calculated theorefically (or determined experimentally) and the
concentration of the labeled compound added to the sample must be known accurately.®
These two requirements add some exira work during method development, in contrast to classic
IDMS, but the effort pays off with a much faster routine procedure as the methodological

calibration graph is no longer required.

Isotope Distribution of Diclofenac with Tandem Mass Specirometry

In organic IDMS, the sample containing the natural abundance analyte is spiked with the
isotope-labeled internal standard, which is traditionally enriched with '3C or 2H. Thus, the resulting
mass isotfopomer distribution will be a mixture of the natural and labeled isotope patterns.
However, when the internal standard is not pure enough and/or in the presence of atoms with

various highly abundant isotopes, the natural and labeled isotope clusters may overlap.

This is the case of the determination of diclofenac using an isotopically labeled
diclofenac enriched in four deuterium atoms (diclofenac-das). As illustrated in Figure 1, the natural

abundance compound provides a deprotonated cluster ion between m/z 294 to 299 owing to
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the presence of two chlorine atoms in the structure. Diclofenac-ds, in turn, originates an isotope
pattern ranging from 296 to 303 because the extent of ds-labeling is not 100%. In other words, the
labeled compound contains small amounts of diclofenac-d2 and ds. The resulting cross-talk atf
m/z 298 affects the most sensitive ion of the internal labeled standard, leading to a non-linear
calibration graph when plofting the intensity ratio las/l29s vs the molar rafio of the natural
abundance and labeled analogues (see Figure S-1, Supporting Information). To overcome such a
problem, another non interfered ion from the internal standard cluster can be selected to build
the classical IDMS calibration graph. Also, molar balances for all molecular or in source fragment
ions measured can be established as a function of natural abundance and the isotopically
labeled compound to correct for this contribution, as it was performed by isotope dilution GC-El-
MS (Q) in selective ion monitoring (SIM).'® The system of equations obtained from those molar
balances can be solved by multiple linear regression applying a least square fitting as shown in

the procedures.

Theoretical Considerations

When tandem mass spectrometry (QgQ) in Selected Reaction Monitoring (SRM) mode is
used, the different isotope compositions coming from the same nominal mass could generate
fragment ions with various nominal masses, leading to a mass isotopomer distribution different
from the original deprotonated ion. This situation is better explained for natural abundance
diclofenac in Figure 2, where the loss of the carbon dioxide group of the molecule is selected for
quantification.!? As can be seen, the precursor ion at m/z 294 originates a single product ion (m/z
= 250). Indeed, since such a precursor ion is constituted of 12C14'H10'4N1¢0235Cla, the only neutral
loss feasible will be 12C1¢02 (44 Da). In contrast, if nominal mass 295 is selected two product ions
will be observed. This is because the four possible isotope compositions at mass 295:
13C12C 13 H10“NT0235Cla,  12C142HTH914N160235Clp, 12C14"H10'5NT€0235Cl2 and 12C14'Hi0™#N17O16035Clo
can lose not only 12C'¢02 (neutral loss of 44 Da) but also 13C1¢0O2 and 12C170O1¢0O (neutral loss of 45
Da), which result in the product ion of mass 250. Similarly, different fragment ions are generated
when the masses 296, 297, 298 and 299 are selected in the first quadrupole. If we assume that the
fragmentation efficiency does not depend on the isotope composition, the relative abundance
of such precursor ions will be distributed among their corresponding product ions. In other words,
the sum of the relative abundances for the transitions 295 > 251 and 295 > 250 will be equivalent
to the theoretical abundance of precursor ion m/z 295 and so on. Obviously, the same reasoning
is suitable for diclofenac-ds, although in this case the low deuterium enrichment of 92.8%

produces a higher number of product ions.

234



Capitulo 4 Castillo et al./ Anal. Chim. Acta (submitted)

100, (&)
Cl
H
N/
Cl ©
o}
|
% o}
0 T r - r r T \/.\/,\’./\. T T T T r m/Z
200 292 294 296 298 300 302 304 306
1007 (D)
cl
H
N/
cl ©
o
|
o o)
S D D
D
: N L y

290 292 294 296 298 300 302 304 306
Figure 1. Experimental cluster [M-H]- using LC-ESI-MS in full-scan for (a) natural diclofenac and (b) diclofenac-

ds (around 2.5 ug g’').
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Figure 2. Theorefical isotope composition of the natural abundance diclofenac ionized in negative mode for

LC-ESI-MS and LC-ESI-MS/MS in SRM mode.

236



Capitulo 4 Castillo et al./ Anal. Chim. Acta (submitted)

For the calculation of the theoretical isotope distribution of natural abundance
diclofenac after tandem mass spectrometry we can consider only one product ion per precursor
ion. Thus, the isotope patterns of both natural and labeled compounds after fragmentation must
be calculated theoretically first.25 The number and extent of the generated product ions depend
on two factors: the relative abundance of the different isofope compositions and the number of
isotopes of the elements involved in the neutral loss of mass. For a better understanding of this
approach, the computation of the abundance of SRM transitions 295 > 250 and 295 > 251 from
natural abundance diclofenac will be described. As it was stated before, from the four possible
isotope forms at mass 295 of diclofenac only two isotope compositions can be involved in the
formation of the product ion m/z 250 with a neutral loss of 45 Da. These two forms are
13C112C13TH10™#N160235Cl2  and 12C14'H10"4N17O16035Cl,. On the basis of a mass isotopomer
distribution calculation algorithm implemented in Excel, 2> the computed relative abundances of
those two isotopomers were 0.074034 and 0.00037, respectively. After fragmentation, one carbon
and two oxygen atoms are lost. Therefore, in the case of 13C112C3'Hi0'*N160235Cl2 there is @
probability of 1 to 14 that the '3C atom is placed in the carbon dioxide group. In contrast, the
isotope composition 12C14'H10'4N17Q16035Cl, can only provide the product ion m/z 250 because
both oxygen atoms are lost. Thereby, the theoretical relative abundance for the transition 295 >
250 will be 0.074034 - 1/14 + 0.00037 = 0.00566. Hence, the abundance of mass 251 after the 295 >
251 transition will be 0.07676 — 0.00566 = 0.07110 as shown in Figure 2. For deuterated diclofenac
the calculation procedure is more arduous since the extent of deuteration has to be taken into

account but similar theoretical results can be obtained.

Experimental Measurements

The experimental measurement of the isotope distribution of natural abundance and ds-
labeled diclofenac was carried out for ten different transitions (from 294 > 250 to 303 > 259)
covering all possible fragments of the natural and labeled compound. Also, the measurement
was done at different concentration levels and on different matrices (Milli-Q water, Surface
Water, Influent Waste Water and Effluent Waste Water) to evaluate matrix effects and possible
spectral interferences. For some matrices the preconcentration using SPE cartridges was also
evaluated at a much lower concentration level. The comparison of the theoretical and
experimental isotope abundances is shown in Tables 1 and 2 for the natural abundance and ds-
labeled diclofenac, respectively. As it can be observed similar mass isotopomer distributions were
obtained in all cases indicating that no spectral interferences were detected in any of the

matrices fested and that the QgQ system was able to produce isotope compositions in
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agreement with the theoretical values. Based on these data the purity of the fragmentation

cluster is also assured.'®
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Determination of the Concentration of Diclofenac-ds by HPLC-ICPMS

In organic IDMS the labeled analyte is traditionally used as internal standard, so an

accurate certification of the labeled compound is noft strictly required. However, in the proposed

approach the concentration of the labeled compound is required.!8 Therefore, before examining

possible isotope effects in LC(ESI)MS/MS the concentration of the standard stock solution of the
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laobeled analyte was determined by HPLC-ICPMS using the chlorine signal at mass 35 for
quantification. When using ICPMS the molecules break down info its constituting atoms, which
are then ionized to form a single charged ion. In that way, the measurement of the chlorine
signal coming from the analyte (m/z 35) will provide the total amount of chlorine contained in the
sample. Next, the concentration of the compound can be easily calculated taking into account
the stoichiometry of the molecule. According to this, the standard stock solution of diclofenac-ds
was diluted at three different levels and injected in the microLC(ICP)MS by ftriplicate. The
quantification was carried out by external calibration using natural abundance diclofenac
standard solutions containing chlorine concentrations ranging from 10 to 50 pg g (five-point
calibration curve and three independent injections). The obtained concentration for the stock
solution of labeled diclofenac was 291 + 5 ug g!, with a linear correlation coefficient greater than
0.999.

Evaluation of Possible Isotope Effects between Natural Abundance and Isotopically

Labeled Diclofenac

Although isotope-labeled internal standards are assumed to provide identical
physicochemical properties than the analyte, unexpected results have been reported when
using deuterated compounds. Indeed, several authors observed lower retention fimes for the
deuterated internal standards in reversed-phase LC.2¢31 In such a case, co-eluting interferences
does not affect equally to natural and labeled analyte and matrix effects cannot be properly
corrected. On the other hand, different recoveries during analytical processes were noticed by
Itoh et al.32 for PAHs using GC-MS detection. As a result, special attention should be paid when
deuterated internal standards are employed. In this sense, the behavior of the selected
isotopically enriched diclofenac-ds was studied in order fo rule out any isotopic effect during the

determination.

As it was stated above, the multiple linear regression calculations provide the molar
fractions Xn and X, in the spiked sample, unless isotope effects occur. Thereby, the plot of the

ratio of molar fractions vs. the ratio of molar concentrations should give a straight line of slope 1
and intercept 0. Consequently, any deviation of this theoretical graph would suggest a different
behavior between the unlabeled and labeled analyte. Taking this info consideration, increasing
concenfrations (0-250 ng g') of natural diclofenac in Milli-Q water containing 100 ng g of the
laobeled analogue were injected in friplicate through the LC(ESI)MS. Acquisition was
accomplished both in pseudo-SRM and SRM mode to discard any isotopic effect during

fragmentation. Results are shown in Figure 3 including a reference line of slope 1 and intercept O
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for comparison. The black data points were calculated from the deprotonated molecular ion
pattern (circles, 10 masses; friangles, masses 294, 296 and 298 employed) while the white data
points were computed from the pattern obtained after carbon dioxide loss (circles, 10 SRM
fransitions; triangles, SRM tfransitions 294 > 250, 296 > 252 and 298 > 254). As can be seen, every
point is close to the theoretical line of slope 1 and intercept 0 for both patterns. That means that
no isotope effects were noticed during the ionization and/or the ion transmission and the
fragmentation of the labeled and unlabeled compound. As a consequence, it seems that
calibration-free IDMS measurements can be performed for the quantification of diclofenac.
Furthermore, when comparing the measurement of 3 or 10 transitions (circles and triangles) no
significant differences were observed, which means that satisfactory results using the proposed
approach could be attained with the same number of acquisitions as classical IDMS (including

the confirmation fransition).
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Figure 3. Application of Isotope Pattern Deconvolution in IDMS for the determination of diclofenac using
dilofenac-ds. The molar fractions were calculated using UHPLC-ESI-MS/MS in (a) pseudo-SRM (@ and A) as

well as (b) SRM (A and O). The line corresponds to a slope of 1 and intercept of 0.
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Figure 3. (confinuation)

Finally, a preliminary study of the accuracy of the proposed methodology was carried
out using fortified influent waste water sample containing around 100 ng g' of unlabeled and
labeled diclofenac, without SPE preconcentration. Once again, acquisitions were achieved both
in pseudo-SRM and SRM mode. Results were compared with those obtained using internal
calibration. To this end, the non-interfered ion m/z = 300 of the labeled compound was selected
to build the classical IDMS calibration graph. Satisfactory recoveries were obtained when using
the calibration-free isotope dilution analysis procedures, which did not differ statistically from the

classical internal calibration procedure (see Table S-2, Supporting Information).

Use of Multiple Least Squares in Confirmation of Positive Findings

In the line of EU Decision 2002/657/EC33-34, the sample is considered positive when the
experimental ion-ratio between the quantification (Q) and the confirmation (q) transitions fell
within the tolerance range. However, in the case of diclofenac the mass overlap between the
natural and isotopically enriched compound affects the precursor ion m/z 296 usually selected
for confirmation purposes.'” Such contribution becomes critical as the molar fraction of the
unlabeled compound decreases, which may lead to false negatives. Once more, the
application of multiple least squares could deconvolute the interfered ion signal info its

constituting components, providing the corrected value of the Q/q ratio. To prove this point,
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standard solutions with different concentration ratio of labeled and unlabeled diclofenac were
analyzed both in pseudo-SRM and SRM mode (n = 3). The presence of the analyte was then
confirmed using the raw peak area ratios and the proposed approach (equation (3)). As can be
seen in Figure 4, the lower concenfration ratios of natural and labeled diclofenac could not be
confirmed for peak area rafios since the corresponding values fall outside the tolerance range.
On the other hand, when IPD was used the compliance of the Q/q ratios was achieved in all
cases. Indeed, the confribution arising from diclofenac-ds4 in the g transition could be corrected
accurately taken into account the mass isotopomer distributions. It is worth noting that in this
case, due to the Q/q ratio selected arises from the ion pattern of the two chlorine atoms of the
molecule, the theoretical Q/q ratio value can be calculated using the above mentioned Visual
Basic macro?® without requiring any reference standard. According to these observations, the use
of multiple least squares could make possible a better confidence on confirmation for

overlapped clusters of the natural abundance compound.
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Figure 4. Application of Isotope Pattern Deconvolution fo correct the contribution of the labeled diclofenac
in the confirmation transition (q) using UHPLC-ESI-MS/MS in (a) pseudo-SRM (Q: 294 > 294, g: 296 > 296) and (b)
SRM (Q: 294 > 250, q: 296 > 252).
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Method Validation

The proposed linear regression procedure was evaluated in three types of water samples
(SW, EWW and IWW). Accuracy was estimated from recovery experiments of the target
compound at a concentration around 1 ng g'. In this case, a SPE pre-concentration step was
included to reach the sensitivity necessary to detect the endogenous concentrations present in
environmental samples. Under such circumstances it was not feasible to get a true blank for EWW
and IWW, as the different samples previously analyzed contained the sought compound.'? Thus,
the concenftrations of the analyte found in the “blank” samples were subtracted from the spiked
samples, despite the higher errors in the recovery calculation. Several conclusions can be
exfracted from the obtained results shown in Table 3. First, the recoveries are within the desired
range of 90-110%, indicating that the exiraction of the analyte in the SPE carfridge did not induce
any noticeable isotopic effect. Second, it was not feasible to quantify the target compound in
the EWW and IWW by measuring the mass isotopomer distributions of the deprotonated
molecular ion due to interferences by co-eluting isobaric compounds. In contrast, the higher
selectivity achieved in SRM mode (loss of carbon dioxide group) provides satisfactory recoveries

in these complex matrices, demonstrating the need to apply the linear regression procedure to
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the fragmented cluster ion. Finally, the acquisition of only 3 fransitions was enough to carry out
the accurate quantification and confirmation of the compound, even in high matrix load

samples such as IWW.

Table 3. Method validation for surface water (SW), effluent waste water (EWW) and influent waste
water (IWW). Isotope Pattern Deconvolution (IDMS) recoveries obtained by LC-ESI-MS/MS after
SPE preconcentration in pseudo-SRM and SRM mode using different number of transitions. The
uncertainty for three independent replicates injected three times corresponds to the combined
uncertainty calculated by Kragten approach3s. The uncertainty of the average values

corresponds to the total combined uncertainty

recovery (%)

acquisition number of
. surface water efluent waste water influent waste water
mode fransifions
+ _a -
PseUdO-SRM 10 m/z 97.8+3.3
3m/z 97.3+3.0 - -
+ + +
SRM 10 m/z 102.5£3.5 105.3+ 4.9 109.9£4.2
3m/z 102.3+2.1 102.5+ 49 109.6 £4.3

aThe preconcentration of the matrix interferences in waste water samples hindered the quantification in the
lowest selective mode.

The combined standard uncertainties included in Table 3 were computed for each
replicate following the Kragten spreadsheet approach,’® leading to RSD values below 5%. In
addition, such method provides the contribution of each parameter to the global combined
uncertainty for each analytical result. Full uncertainty budgets were calculated for all individual
replicate analysis of all types of water samples using 3 and 10 transitions by applying the multiple
linear regression approach. The main sources of uncertainty arose from the experimental
measurement of the isotope abundances and the concentration of the isotopically labeled
standard, constituting around 99% of the fotal uncertainty (see Figure S-2, Supporting
Information). Minor confributions were also obtained for the sample preparation procedure
(weights, dilutions, efc.) and the isotope composition of natural abundance and labeled
diclofenac. Therefore, a better cerfification of the labeled standard concentration as well as a
more accurate determination of the isotope composition in the sample could reduce drastically

the uncertainty of the analysis.
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CONCLUSIONS

Isotope Dilution Mass Spectrometry, based on the deconvolution of isotope patterns by
multiple linear regression, has been applied for the first time to tandem MS (QQQ). The need for
developing this methodology for tandem MS has been demonstrated in samples of complex
maftrix (wastewater) where, as expected, there were problems due to coeluting compounds. The
developed procedure provides the concentration of the compound in the sample without the
need of a calibration graph, so reducing the analysis time. The method has been successfully
validated for the determination of the pharmaceutical diclofenac in surface water, effluent
wastewater and influent wastewater even for three SRM tfransitions acquired, making possible the
application of this alternative technique in multi-residue analysis. In addition, appropriate
confirmation of positive samples was accomplished for transitions of natural diclofenac greatly
interfered by the cluster of the labeled analogue. However, confrary to classical calibration
strategies an accurate certification of concentration and extent of enrichment of the labeled
compound is required, contributing to the total combined uncertainty. Anyway, the main source
of uncertainty arose from the experimental measurement of isotope abundances, leading to a
RSD around 5%.

Finally, it should be remarked that the use of the proposed approach makes possible the
minimal labeling of the analyte, which would minimize the extent of isotopic effects if any and

thus would provide more accurate determinations for complex matrix samples.
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SUPPORTING INFORMATION

Table S-1. MS/MS optimized conditions for determination of diclofenac by UHPLC-ESI-MS/MS in
pseudo-SRM and SRM mode

acquisition cone (V) collision energy (eV) fransitions measured
mode

294 > 294,295 > 295,296 > 296,297 > 297, 298 > 298,

pseudo-SRM 25 5 299 > 299, 300 > 300, 301 > 301, 302 > 302, 303 > 303

294 > 250, 295 > 251, 296 > 252, 297 > 253, 298 > 254,

SRM 25 10 299 > 255, 300 > 356, 301 > 357, 302 > 358, 303 > 359

* In bold transitions selected for the final quantitative determination and confirmation.
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Table $-2. Comparison between classical IDMS and Isotope Paftern Deconvolution IDMS
recoveries in forfified influent waste water treatment plant without preconcentration for

diclofenac. The uncertainty in the values corresponds to 1 s standard deviation of three
independent injections

Acquisition mode Quantification method Recovery (%)
IPD, 10 fransitions 97.1+£28
Pseudo-SRM IPD, 3 transitions 97.2+3.2
Internal calibration 103.3+2.7
IPD, 10 fransitions 101.2+£5.8
SRM IPD, 3 transitions 98.7 + 3.1
Internal calibration 103.3+3.2
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y=0.695x +0.177
R2=0.974

1.5 -
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Figure S-1. Calibration graph obtained using UHPLC-ESI-MS/MS corresponding to intensity ratios of the higher

abundance ion of natural and labeled diclofenac.

251



Capitulo 4 Castillo et al./ Anal. Chim. Acta (submitted)

Diclofenac-d,
concentration
21.3%

Theoretical
abundances
0.8%

Figure $-2. Full uncertainty budget (in % of total uncertainty) calculated for a fortified influent waste water

sample using three SRM fransitions.
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Son diversas las conclusiones que se pueden exiraer del conjunto de
investigaciones que conforman la presente tesis doctoral. El uso de microHPLC-ICP-MS
ha demostrado ser una interesante alternativa a HPLC-ICP-MS para llevar a cabo la
especiacion de metales y semi-metales a nivel de trazas y ultratrazas en aguas
medioambientales. La reduccién del tiempo total de andlisis, el menor consumo de
fase movil y muestra asi como su mayor tolerancia a la adicion de disolventes
orgdnicos han posibilitado el desarrollo de metodologia rdpida, sensible y exacta para
la determinacion de especies de As, Se y Hg. En el caso de muestras bioldgicas, se ha
aplicado la técnica de andlisis por dilucion isotdpica para corregir los problemas
asociados a la complejidad de la matriz, proporcionando resultados de alta calidad
metrolégica. Se ha desarrollado un procedimiento basado en pseudo-dilucion
isotdpica inespecifica para la especiacién de As en orina humana sin curva de
caliorado e independiente del efecto matriz y la deriva de la senal. Por ofro lado, el
uso de dilucion isotdpica especifica con trazadores multiples en GC-EI-MS ha permitido
disenar un método de rutina para la determinacion de Hg(ll) y MeHg en tejidos de
pescado, capaz de corregir las reacciones de interconversion que tienen lugar
durante el andlisis. Por Ultimo, se ha desarrollado una estrategia para realizar la
cuantificacién y confirmacioén de compuestos orgdnicos sin hacer uso de calibrado
metodoldgico, utilizando los patrones internos marcados isotépicamente como
tfrazadores. El procedimiento ha sido evaluado satisfactoriamente para la

determinacion del fdrmaco diclofenaco en aguas residuales por UHPLC-ESI-MS/MS.

Ademds de estas conclusiones se pueden establecer otras mds especificas

relacionadas con cada uno de los frabajos realizados:
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La utilizaciéon de fases moéviles a pH mayor de 8.5 provoca la hidrdlisis de la silice
fundida (PFS) de las conexiones capilares con los que vienen equipados los
sistemas microHPLC, dando lugar a la aparicion de interacciones adicionales al
mecanismo de separacién de la columna con los analitos que contienen
grupos hidroxilo. Como consecuencia de ello, las especies de As(lll), As(V),
MMA y Se(lV) eluyen con un ensanchamiento de pico severo, enmascarando

incluso la aparicién del mismo.

A parte de la substitucion de los capilares de PFS por PEEK y la disminucion del
pH por debajo de 8.5, la adiciéon a la fase moévil basada en NHsNOs3 de
(NH4)2HPO4, que contiene grupos hidroxilo que compiten con los de los analitos,
permite eliminar las interacciones adicionales. Esta Ultima estrategia también
mejora significativamente la forma de pico de muchos de los analitos

estudiados.

El uso de columnas microbore, de 0.5-2.1 mm de didmetro interno, permite
separar las especies de As y Se estudiadas reduciendo drdsticamente el
consumo de muestra y fase movil respecto las convencionales de 4.6 mm.
Ademds, las columnas microbore suelen estar empaguetadas con menores
tamanos de particula, lo que puede aprovecharse para mejorar la resolucién o
disminuir el tiempo de andlisis. Por otro lado, se debe recalcar que la simple
reduccién del didmetro interno no comporta ninguna mejora en la eficiencia

de la separacion.

Para no comprometer la adecuada resolucion de los picos cromatogrdficos en
microHPLC-ICP-MS es indispensable realizar una minimizacién exhaustiva del
volumen exiracolumna. En este sentido, el capilar conectado al
micronebulizador ha demostrado ser una potencial fuente de ensanchamiento

de pico.

La capacidad multielemental que ofrece la deteccidn por ICP-MS permite
tanto la determinacidon simultdnea de especies de As y Se como la correcta
cuantificacién de MMA, gque en las condiciones de separacion utilizadas eluye

junto con la interferencia poliatémica “Ar3sCl+, originada por el contenido
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salino de la muestra. El uso de una ecuacién de correccion basada en la
adquisicién de 4Ar’Cl+, que no coeluye con ninguna especie de Se, permite
evaluar debidamente la anterior contribucion y aplicar el método desarrollado

a muestras de agua residual depuradas y no depuradas.

6. La aplicacién de microflujos junto con el empleo de micronebulizadores atenta
los efectos adversos derivados de la infroduccion de disolventes orgdnicos en
el ICP-MS, ya que proporcionan un incremento en la relacién analito/disolvente

gue se tfraduce en una mejora de sensibilidad.

7. La separacion de compuestos orgdnicos e inorgdnicos de mercurio por
cromatografia liguida ha requerido un gradiente de metanol y la adicion del
formador de complejos L-cisteina. En estas condiciones, la correcta seleccion
del caudal de gas de nebulizacién asi como la pureza del agente complejante

son claves de cara a conseguir una correcta determinacién de las especies.

8. El acoplamiento microHPLC-ICP-MS permite llevar a cabo la especiacion de Hg
en aguas medioambientales mediante inyeccidon directa, minimizando los
errores que puede conllevar la manipulacién de la muestra y las etapas de
derivatizacion. Sin embargo, para el andilisis de aguas con un alto contenido

salino es necesario realizar una purificacién previa.

9. El estudio de la presencia de especies de As, Se y Hg en el acuifero de la Plana
de Castelldbn no reveld una concentracion que pueda considerarse peligrosa
para ninguna de ellas. No obstante, se han detectado algunos compuestos
organometdlicos en diferentes aguas de riego y abastecimiento urbano que

sugieren un conftrol periédico de estas muestras en particular.

10. Para llevar a cabo la determinacién de As(lll) y As(V) por microHPLC-ICP-MS a
pH d&cido es necesario utilizar una fase mévil basada en fosfato en lugar de
nitrato. El método desarrollado se ha aplicado satisfactoriamente al andlisis de

drenajes dcidos de mina.

11. Se ha comprobado que la técnica de andlisis por dilucidon isotdpica
inespecifica puede adaptarse a la especiacion de As en orina por HPLC-ICP-

MS para evitar la curva de calibrado y corregir la inestabilidad instrumental que
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12.

13.

14.

provoca la matriz de la muestra. Para ello, es necesario anadir post-columna
una disolucion de Ge que contenga una cantidad conocida de As, lo que

permite utilizar al 72Ge como un pseudo isdétopo de As.

La determinaciéon de Hg(ll) y MeHg en muestras de tejidos de pescado precisa
una etapa de extraccidn que provoca reacciones de interconversion que
dependen tanto de las condiciones de extraccidn como de la matriz. El uso de
dilucién isotdpica con trazadores multiples garantiza la correcta cuantificacion
de las especies, pudiéndose aplicar a GC-EI-MS a partir de la distribucion de
isotopdmeros de masa obtenidos, sin necesidad de medir o calcular relaciones
isotdpicas elementales. Esta estrategia estd basada en el procedimiento de
deconvolucién de perfiles isotdpicos y tiene en cuenta la posible presencia de

impurezas en las disoluciones de marcado.

Se ha comprobado que la deconvoluciéon de perfiles isotdpicos permite utilizar
los patrones internos de compuestos orgdnicos marcados isotdpicamente
empleados en LC-ESI-MS de manera andloga a las especies de un elemento
marcado. Esto hace posible el cdiculo de la concentracion del analito con la
Unica inyeccion de la muestra fortificada asi como el solapamiento espectral
entre el compuesto natural y marcado, lo que abre las puertas al marcaje
isotépico minimo del analito, que minimizaria los efectos isotopicos durante la

determinacion.

El andlisis de matrices complejas como agua residual depurada y no depurada
provoca la coelucion de interferentes isobdricos con el analito, cuyas sefales
pueden ser discriminadas mediante el uso de espectrometria de masas en
tdndem (QgQ). Como la distribucién de isotopdmeros de masa del compuesto
se ve modificada durante la fragmentacion, se han deducido las ecuaciones
necesarias para calcular la contribucidon del compuesto natural y del marcado
a partir del espectro de masas de los iones producto. El procedimiento
desarrollado requiere la adquisicion de sdélo tres transiciones, posibilitando su

aplicacion a andlisis multiresiduales.
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15. Estas Ultimas conclusiones permiten abrir nuevas lineas de investigacion.
Actualmente, se estd llevando a cabo la sintesis y caracterizaciéon de diversos
disruptores endocrinos marcados con un solo 3C para su determinaciéon
simultadnea por LC-ESI-MS/MS (QQQ) sin curva de calibrado. El plan de futuro
consiste en extender la metodologia de cdlculo propuesta a diferentes familias
de compuestos quimicos (plaguicidas, fdrmacos, tensioactivos,...) para mejorar
la exactitud y precision de los métodos multiresiduales existentes, asi como

reducir el consumo de reactivos y el tiempo de andlisis.
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