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3. Tècniques monodimensionals

3.1. Caracterització de lípids

En aquest apartat s’han desenvolupat vàries metodologies analítiques

monodimensionals per a la caracterització de diferents classes de compostos químics

presents a la lanolina. Els dos primers treballs tracten dels FFA, on el primer també

s’ocupa dels FALs, diols i hidroxiàcids. En el tercer i el quart treball es presenta,

respectivament, la caracterització dels èsters de la lanolina alifàtics i esteroidals.

En cada cas, s’han desenvolupat les metodologies tenint molt presents les

característiques fisicoquímiques dels compostos d’interès i de la matriu. Així, per a

l’anàlisi de VFAs hem emprat com a tècnica de preconcentració la micro-extracció en

fase sòlida en espai de cap (HS-SPME). Aquesta metodologia tan sols extraurà els

compostos volàtils de la barreja lipídica que estan en equilibri amb la mostra escalfada.

De fet una metodologia per a la determinació de VFAs per SPME en aigües residuals ja

s’havia desenvolupat abans al nostre laboratori [Abalos et al., 2000] i es va adaptar a les

característiques particulars de la matriu que ens ocupa. Pel que fa referència a la

caracterització dels FAs, hem realitzat una saponificació, com a pas previ a la seva

determinació, a fi de tenir extractes enriquits en aquests anàlits i així poder identificar

els components minoritaris. Aquest pas també ens ha permès de trencar els compostos

de massa molecular més elevada que no s’haurien eluït en el sistema de GC-MS

utilitzat. Pel que fa a la determinació d’èsters alifàtics, es va realitzar un fraccionament

emprant cromatografia d’exclusió estèrica molecular recuperant tan sòls la fracció que

conté els compostos de massa molecular més elevada (fracció enriquida en èsters).

D’aquesta manera, s’aconsegueix evitar les interferències de compostos més lleugers,

però més polars com poden ser els FALs o els FFAs.

En aquest apartat s’ha treballat exclusivament amb acoblaments cromatografia

de gasos espectrometria de masses, degut a la gran complexitat de la matriu. S’han

emprat analitzadors quadrupolars, però amb diferents tipus de ionització: impacte

electrònic i ionització química positiva i negativa. En ionització química, s’han utilitzat

diferents gasos reactius (amoníac, metà i isobutà). Encara que aquestes tècniques de MS

permetin obtenir molta informació de la mostra, ha estat necessari utilitzar índexs

cromatogràfics per a completar la seva caracterització a nivell isomèric. En efecte, els

isòmers posicionals iso i anteiso presenten espectres de masses similars per la qual cosa

es necessita d’aquests índexs per a poder-los diferenciar amb facilitat. En aquest cas,



3. Tècniques monodimensionals

21

s’han utilitzat l’índex d’equivalència de longitud de cadena (ECL) i l’índex de longitud

de cadena fraccional (FCL). Aquests índexs similars als desenvolupats per Kovats

[Kovats, 1958] són emprats usualment en l’anàlisi de lípids i especialment de FFAs

[Christie, 1988]. Les seves expressions són les següents.
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on x és el compost d’interès, n el número de carbonis del compost lineal eluint just

abans x, Rtx el temps de retenció del compost d’interès, Rtn el temps de retenció del

compost lineal eluint just abans x i Rtn+1 el temps de retenció del compost lineal eluint

just després. Així doncs, tot considerant les informacions dels espectres de masses i dels

índexs de retenció es pot caracteritzar aquestes diferents famílies químiques arribant

fins i tot a diferenciar els isòmers posicionals.

L’anàlisi d’èsters és d’especial complexitat degut a l’elevada massa molecular

d’aquestes substàncies i a la gran quantitat d’isòmers potencials que resulten de la

combinació d’un fragment àcid i d’un fragment alcohòlic. Pel que fa a la lanolina, el

fragment alcohòlic pot estar format tant per un alcohol gras de diferent longitud com per

un esterol (colesterol, lanosterol i dihidrolanosterol). Degut a les diferències de

comportament entre aquestes dues famílies de compostos (èsters alifàtics i èsters

esteroidals), s’han hagut de desenvolupar metodologies cromatogràfiques específiques

per a la seva determinació. Cal destacar sobretot el fet que els èsters de colesterol són

termolàbils, la qual cosa dificulta la seva anàlisi per GC. Així doncs, per tal d’evitar llur

degradació tèrmica, s’ha decidit analitzar els èsters d’esterol mitjançant la tècnica de la

GC a pressió sub-ambient ja que permet eluir els compostos d’interès a temperatures

inferiors. En el cas dels èsters alifàtics i vist que no tenim aquesta limitació, s’ha decidit

analitzar aquests compostos treballant a alta temperatura (HTGC-MS).

3.1.1 Àcids grassos i altres compostos polars

El primer article “Gas chromatographic and mass spectrometric methods for the

characterisation of long-chain fatty acids. Application to wool wax extracts.” va estar

realitzat amb la col·laboració del Dr. Z. Moldovan del National Institute for Research

and Development for Isotopic Molecular Technologies de Cluj (Rumania). En aquest

treball es realitza una revisió de les metodologies analítiques emprades per a la
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caracterització de FFAs i es presenta la caracterització dels FFAs, FALs hidroxiàcids en

la lanolina.

El segon article “Volatile fatty acids as malodorous compounds in wool

scouring water and lanolin. Origin and characterisation.” presenta una caracterització

dels VFAs (C<C7) de les aigües de rentat de la llana i de la lanolina emprant una

metodologia específica per a compostos orgànics volàtils (HS-SPME).
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3.1.2 Èsters alifàtics i esteroidals

El primer article, “Systematic characterisation of long-chain aliphatic esters of

wool wax by gas chromatography-electron impact ionisation mass spectrometry”,

presenta la caracterització dels èsters alifàtics per HTGC-MS posant especial èmfasi en

comprendre el comportament dels diferents isòmers presents.

El segon article, “Complete characterisation of lanolin steryl esters by sub-

ambient pressure gas chromatography-mass spectrometry in the electron impact and

chemical ionisation modes.”, descriu la caracterització dels èsters esteroidals de la

lanolina, sabent que aquests compostos són termolàbils. Per aquest motiu, es va decidir

utilitzar la cromatografia de gasos a pressió subambient acoblada a un espectròmetre de

masses.

Aquests dos treballs s’han realitzat amb la col·laboració del Dr. Z. Moldovan del

National Institute for Research and Development for Isotopic Molecular Technologies

de Cluj (Rumania).
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3.2 Caracterització de contaminants orgànics

En aquest apartat s’ha desenvolupat una metodologia analítica per a la

determinació de diferents contaminants orgànics. La tècnica proposada està basada en

un sistema cromatogràfic monodimensional acoblat a una detecció dual amb un detector

de captura d’electrons i un detector específic de nitrogen i fòsfor (GC-ECD/NPD). Com

ja s’ha vist en la introducció, aquest tipus de tècniques permeten d’ampliar l’interval de

compostos que es poden analitzar. En el cas que ens pertoca, aquesta tècnica s’ha aplicat

a la determinació de compostos organoclorats (lindà, ...), plaguicides organofosforats

(diazinon, ...), piretroids (cypermethrin), un tiocarbamat (molinat) i compostos triazínics

(atrazina, ...) en lanolina i en mostres d’aigua de l’estuari del riu Ebre.

En aquests casos, on es treballa amb matrius complexes, la correcta identificació

dels compostos d’interès es fa difícil i és necessari emprar alguna tècnica de

confirmació. En el primer treball s’ha utilitzat la GC-NCIMS i amb amoníac de gas

reactiu com a tècnica de confirmació, en canvi en el cas del segon treball s’ha

simplificat el procés utilitzant algunes de les propietats de la detecció dual GC-

ECD/NPD i més específicament el quocient de les respostes entre els dos detectors.

3.2.1 Aplicació de la cromatografia dual a la determinació de plaguicides en lanolina

L’article d’aquest apartat, “Trace level determination of organochlorine,

organophosphorus and pyrethroid pesticides in lanolin using gel permeation

chromatography followed by dual gas chromatography and gas chromatography-

negative chemical ionization mass spectrometric confirmation.”, presenta la

determinació de plaguicides en mostres de lanolina emprant la tècnica de la

cromatografia dual.

L’interval de propietats fisicoquímiques dels plaguicides d’interès i dels

compostos que conformen la matriu se superposen dificultant així la purificació que es

fa com etapa prèvia a la seva determinació, en aquest cas s’utilitza la cromatografia

semi-preparativa d’exclusió molecular (GPC). Com es mostra a la Figura 6, els

coeficients de partició octanol/aigua (Log P) es solapen per les diferents famílies de

compostos. A més cal destacar, que com s’ha vist en la secció 3.1 la lanolina conforma

una matriu d’una elevada complexitat. Alguns compostos com els hidroxiàcids o els

diols mostren valors de Log P que poden arribar a ser inferiors a 4 i en contrapartida els

èsters alifàtics de cadena llarga poden arribar a valors de Log P superiors a 20.
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Figura 6. Distribució dels Log P, per a les diferents famílies de plaguicides
estudiades i pels compostos que conformen la matriu. Els valors de Log P han estat
estimats segons la teoria dels fragments [Syracuse Research Corporation, 2006].
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3.2.2 Utilització de la cromatografia dual per a la identificació de contaminants orgànics

A l’article, “Development and application of a dual detection system: Electron

capture and nitrogen phosphorus detectors coupled to gas chromatography.

Application to polar pesticide determination in aqueous matrices”, es presenta una

metodologia per la que la tècnica de la cromatografia dual es podria utilitzar per a

confirmar la identificació dels anàlits d’interès. D’aquesta manera, es podria evitar les

metodologies de confirmació clàssiques que consisteixen a emprar dues columnes

cromatogràfiques de polaritat diferent o, una tècnica d’espectrometria de masses. Encara

que en el treball presentat es considerin tan sols plaguicides en mostres d’aigua, aquesta

metodologia de treball es pot aplicar per a qualsevol anàlit i en qualsevol matriu mentres

que l’anàlit presenti una mínima resposta en els dos detectors emprats i la matriu no

provoqui coelucions amb els compostos d’interès. En aquest article s’ha emprat un

sistema de cromatografia dual GC-ECD/NPD al ser el sistema més utilitzat per la

determinació de contaminants orgànics.
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Abstract

Dual chromatography has already been used in order to analyse pesticides and organic

contaminants in several matrices. Moreover, several studies report the potential use of

this technique for compound identification using the detector response ratio (DRR)

between the two detectors. In this study, DRR was defined as depending on the analyte

concentration. This ratio was applied to compounds showing both positive and negative

responses fitting to linear or logarithmic curves. DRR use has been evaluated for several

pesticide chemical classes in aqueous matrices (organochlorine, organophosphorus,

triazine and thiocarbamate) using an electron capture and a nitrogen phosphorus

detector. A confirmation limit (LOC) was defined as the minimum concentration

required to identify a compound using the DRR and the obtained results were confirmed

by using a mass spectrometric method.
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1. Introduction

An increasing number of active compounds are used as pesticides in agriculture

and also in household applications. Moreover, apart of these new compounds, residues

from banned products are still present in the environment. Due to their toxic effect on

human health and on the ecosystems, those products need to be controlled in the food

chain and in the different environmental compartments.

For these reasons, a lot of work is being done in regulating pesticides and

controling them by different governemental agencies like European Union,

Environmental Protection Agency (EPA) or the Food and Drug Administration (FDA).

In this way, several analytical methods have been developped in order to analyse these

compounds in different matrices.

Detectors such as electron capture detector (ECD) [1] for the organochlorine

compounds and nitrogen phosphorus detector (NPD) [2] for the organophosphorus and

triazinic compounds are widely used. Dual detection consists in splitting the effluent of

the chromatographic column into two different detectors. Dual detection methodologies

have already been applied in order to extend the regulated pesticide families for

example by using a thermoionic detector (TSD) coupled with a flame photometric

detector (FPD) for the characterisation of organophosphorus pesticides [3] and

ECD:FPD for organophosphorus and organochlorine pesticides in plants [4].

Nevertheless, the prefered dual detection system for the analysis of a wide range of

drugs and pesticides is the conjunction of ECD with NPD which has been applied for

benzodiazepines [5,6] and imidazopyridines [5] in plasma; carbaryl and

organophosphorus pesticides in water [7,8], sediment and biota [8]; 110 pesticides in

water samples [9]; organophosphorus pesticides in fruit [10]; pyrethroids,

organophosphorus and organochlorine pesticides in lanolin [11]; organochlorine and

organophosphorus pesticides in water, sediment and benthic organisms [12];

ethylenethiourea in food commodities [13] and organochlorine, organophosphorus and

nitrogenated pesticides in water [14]. All these applications use a parallel configuration,

but a serial one can also be considered with the ECD, being a non destructive detector,

prior to the NPD [15].

In order to confirm the identification of a chemical compound in gas

chromatography, it is necessary to use mass spectreometry or to compare their retention

time with an authentic standard in two different polarity chromatographic columns. The

first option is still expensive for routine analysis and the second one time consuming.
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Dual detection coupled to GC is a rapid, effective and low-cost identification avoiding

further confirmation. This hypothesis is based on the fact that an analyte can be detected

in two independent detectors and its response at each detector is a function of sample

concentration as well as some molecular property of the analyte [16]. Therefore, on a

dual detection system, a detector response ratio (DRR) can be used as a compound

confirmation tool. In this way, ECD and flame ionisation detector (FID) have been used

to identify volatile sulphides in garlic [17] and the ECD:NPD DRRs have been applied

for the identification of organophosphorus pesticides [18] and to their characterization

in fruit [19].

In this work, the DRR relationship with sample concentration has been

calculated for different pesticide families such as organochlorine, organophosphorus,

pyrethroid, triazinic compounds and even for a specific thiocarbamate with a negative

response in the ECD. A proposed relationship between DRR and concentration has been

tested on real surface water samples for compound identification which has been

confirmed by GC-MS working in the electron impact mode.

2.Experimental

2.1-Standards and reagents

Ethyl acetate, methanol and hexane analytical grade were obtained from Merck

(Darmstadt, Germany). Lindane, atrazine, simazine, diazinon and molinate quantitative

grade were from Dr. Ehrenstorfer (Augsburg, Germany). Stock solutions of the different

pesticides have been prepared (2000 µg/g). Fresh calibration standards were prepared

from these solutions monthly.

2.2-Sample preparation

Surface water samples (2 L) from Ebre river (Spain) were filtered through GF/F

filters (0.7 �m). Thereafter they were preconcentrated by using solid-phase extraction

(SPE) on a 100 mg polymeric phase StrataTM from Phenomenex (Torrance, CA, USA).

Cartridges were eluted with 10 mL of ethyl acetate-hexane (1:1) and rotaevaporated to

roughly 1 mL. Extracts were fractionated on a 3 g alumina column 3% deactivated

(w/w). Fraction I was eluted with 5.5 mL of hexane and contained some organochlorine

compounds (OCls); fraction II with 6 mL hexane-ethyl acetate (9:1) contained the rest

of OCls and finally, fraction III was eluted with 12 mL of ethyl acetate and consisted of

the most polar compounds including organophosphorus an triazinic pesticides. Samples
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were rotaevaporated to 1 mL and then evaporated under gentle nitrogen current at

roughly 100 µL and then 10 µL of bromophos-methyl (6 µg/g) were added as internal

standard. Bromophos-methyl was chosen as it showed a good response in both ECD and

NPD.

2.3-Instrumental analysis

Dual GC system consisted on a chromatograph MFC 500 from Carlo Erba

(Milan, Italy) coupled to NPD 800 and ECD 800 detectors from Fisons (Manchester,

UK) and has been already described in an earlier publication [11]. A 14%cyanopropyl-

polydimethylsiloxane (DB-1701) capillary column obtained from JW (Folsom, CA,

USA) was used. Oven temperature was programmed from 70ºC (1 min), at 15º/min to

200ºC (0 min) and then at 4º/min to 280ºC (18 min). A vitreous fused silica outlet 1:1

splitter from SGE (Ringwood, Australia) was connected at the end of the

chromatographic column to split the effluent into the two detectors. The capillary silica

tubing used to connect the splitter to the detectors was of the same length in order to

avoid differences between the two detectors retention times.

As confirmation method, GC-MS working in the electron impact mode was

carried out using a Trace GC-MS 2000 system from Thermo Finnigan (Manchester,

UK) with Xcalibur software-based data acquisition.

3. Results and discussion

3.1-DRR model description

DRR has been defined in other publications [10, 18], in our work DRR was

slightly redifined and was considered as shown in eq. 1
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DRR = eq. 1

being DRRx, the DRR for the component x; Axd1 area obtained for x in detector1; Axd2

area obtained for x in detector 2; AI.S.d1 area obtained for the internal standard

(bromophos-methyl) in detector 1 and AI.S.d2 the area obtained for the internal standard

in the detector 2. As detector response is dependent on analyte concentration, DRR was

considered as a function of concentration. Using a dual detection system in every single



3. Tècniques monodimensionals

88

analysis two responses were obtained. Therefore, when an external calibration was

carried out, two different calibration plots were obtained, one for each detector.

Working in the linearity interval of the two detectors, calibration plots could be

experssed as eqs. 2 and 3.
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where a1 is the slope and b1 the ordinate in the origin of detector 1 calibration plot; a2

the slope and b2 the ordinate in the origin of detector 2 calibration plot and Cx the

concentration of the analyte x. Therefore if eq. 1 is expressed as a function of the

analyte concentration it becomes eq. 4.
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An example of the different calibration plots and of the DRRx(Cx) function are

presented in Figure 1. It has to be highlighted that DRRx is dependent of the used

detectors and cannot be extrapolated from one instrument to another one. Also other

experimental conditions such as split ratio, make-up pressure, gas purity and detector

temperature can modify this value.

Quantification

In order to quantify, only the response of one of the detectors will be used. The

chosen detector will be the one with a higher sensitivity (steeper slope) and a largest

linearity interval. Analyte concentration will be directly calculated from eq. 2 or eq. 3

and will be called experimental concentration (Cx-exp). Also from the detector used for

quantification will be calculated the detection limit (LODx) and the quantification limit

(LOQx) for the analyte x.
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Figure 1. Diazinon ECD and NPD calibration plots; and the DRRDiazinon as a

function of diazinon concentration.

Identification Confirmation

In order to confirm analyte identification, experimental DRR (DRRx-exp) for the

sample was compared with DRRx obtained by replacing Cx by the Cx-exp calculated with

the most sensitive detector in eq. 4. If the DRRx-exp is equal to DRRx, considering its

RSD, compound identity is then confirmed. If not, the experimentally observed

compound has the same retention time (or partially coeluting) but is not the analyte x. In

order to confirm analyte identity, that compound has to respond in the two detectors.

Therefore a limit of confirmation (LOCx) can be considered as being the detection limit

(LOD) for the detector giving the poorest signal for the analyte x.
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Electron capture detector tends to have a short linearity intervals giving a

response with a general logarithmic shape. No logarithmic curve can be used as a

calibration due to large errors induced by this shape; but in order to confirm compound

identity, it is feasible. Therefore, eq. 2 or eq. 3 can be replaced by the logarithmic

equation modifying in this way the final DRRx equation eq. 4 becoming eq. 5.
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3.2-Application of DRR to different pesticide families and to real samples

This methodology was used in order to identify and quantify pesticides in

samples of suface water from Ebro river. The following pesticides of four different

pesticide families were identified: lindane (organochlorine), diazinon

(organophosphorus), molinate (thiocarbamate), atrazine and simazine (triazinics), and

desethyl atrazine (triazinic metabolite). Also other compound families were tested but

not found in real samples such as pyrethroids (permethrin, cypermethrin, allethrin and

deltamethrin) and a methoxy-s-triazine (terbumeton).

Two of the investigated compounds, molinate and terbumeton, gave a negative

response in the ECD. Even in these conditions, DRRx was successfully applied. The

only special requirement was the need to have a high detector offset value in order to

avoid negative peak saturation.

In Table I, important parameters obtained for the calibration plots for some of

the encountered analytes are presented. It should be pointed out that the molinate slope

was negative for the ECD as its response was negative. For the two triazines, a

logarithmic fitting has been used for the ECD response. LODs ranged from 0.05 to 0.35

pg, LOQs from 0.28 to 1.40 pg and finally LOCs ranged from 0.31 to 5.02 pg.
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Figure 2 showed the DRRx curves for two different pesticides, diazinon and

chlorpyryfos-methyl. In addition, the DRRx-exp has been ploted for the different analysed

samples. As can be seen, the diazinon identity has been confirmed and the chlorpyryfos-

methyl rejected despite the same retention time coeluting within the cluster. These

hypothesis have been corroborated by GC-EIMS.

Figure 2. a) DRRx plot for diazinon and DRRx-exp for the different real samples. b)

DRRx plot for chlorpyryfos-methyl and DRRx-exp for a real sample.

One of the problems of this technique is the possibility of a false negative

induced by a chromatographic co-elution. In fact, if an interference is present in one of

the detectors at the same retention time, it will change the DRRx-exp and it will be

different to the DRRx. In order to control this effect, the presence or absence of the

studied analytes in all the samples was confirmed by GC-MS. And no false negative

was encountered for the analysed samples but in several cases for minor compounds

apparent partial co-elutions avoided the right calculation of DRRx. Problems in DRRx

application will be proportional to the complexity of the studied matrix amd inversely

proportional to the target analytes concentration. Therefore, an efficient sample
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preparation and clean-up before the final determination are compulsory when dual

detection is applied in real samples.

4. Conclusion

The GC-ECD/NPD has shown to be an efficient way to analyse multiclass

pesticides such as organochlorine, organophosphorus, thiocarbamate and triazines.

Furthermore, the use of DRR, which is a function of the analyte concentration, is

helpful in order to confirm the compound identification. Therefore, the use of time

consuming methods, such as GC-MS or the use of diferent polarity columns, being no

more compulsory for trace level determination of pesticides in medium-to-low

complexity matrixes.
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3.3 Discussió de resultats

Pel que fa els àcids i altres compostos lipídics polars, cal destacar que gràcies a

la resolució cromatogràfica de la GC, la informació complementària que aporta la MS i

al càlcul d’índexs de retenció (ECL/FCL) s’han pogut identificar més de 170 compostos

individuals que corresponen a les famílies següents: FAs, FALs, diols, hidroxiàcids i

VFAs. Les dues metodologies monodimensionals seleccionades (GC-EIMS i HSPME

GC-NCIMS), que són complementàries, permeten determinar un interval molt ampli

d’àcids grassos des de l’àcid acètic (C2) al n-C33. Si considerem la distribució d’aquests

compostos, presenten un màxim corresponent a C16 i dos submàxims locals a C27 i C2.

L’àcid acètic prové de la -oxidació d’àcids de cadena més llarga [Reactome, 2006].

Per a explicar l’origen dels dos altres màxims existeixen dues hipòtesis. La primera

correspondria a l’existència de dues rutes enzimàtiques diferents, l’una realitzaria la

síntesi de la distribució centrada a l’entorn del C16 i l’altre en faria l’extensió. Aquest

tipus de funcionament ja s’ha observat per organismes terrestres [Kolattukudy, 1976].

La segona correspondria a una distribució que provindria dels FFAs i l’altre de la

descomposició dels èsters. En el darrer cas hauríem de diferenciar entre la hidròlisi

natural dels èsters que faria que en les mostres originals ja s’observés aquest perfil

bimodal pels àcids de cadena llarga o que els resultats obtinguts tinguin un biaix

experimental degut a l’etapa de saponificació que es realitza com a pretractament de la

mostra. Les anàlisis realitzades posteriorment sense pretractament de la mostra portarien

a descartar aquesta última hipòtesi.

En aquests treballs s’ha confirmat algunes de les particularitats de la lanolina

que és la presència de sèries homòlogues pel que fa els FAs i els FALs sense una

marcada diferència entre l’abundància dels compostos parells i senars. De la mateixa

manera, tampoc s’ha aconseguit detectar la presència d’àcids grassos insaturats (PUFA).

És interessant observar en el segon treball que pel que fa als VFAs, l’origen d’aquests

compostos no és únic i que fins i tot en la lanolina comercial (purificada) s’observa un

nivell elevat d’àcid isovalèric, característic de la degradació de proteïnes, que prové de

la contaminació de la lanolina amb matèria fecal de les pròpies ovelles.

Pels hidroxiàcids i diols, s’han obtingut distribucions molt similars, on l’isòmer

lineal és el més abundant. Aquestes similituds demostren un origen comú per aquestes

dues famílies de compostos com podria ser la hidròlisi dels diesters presents a la

lanolina. Tampoc no es pot descartar que una de les famílies provingui directament de

l’altre per oxidació (de diol a hidroxiàcid) o bé per reducció (de hidroxiàcid a diol).
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Encara que la tècnica utilitzada mostra una elevada resolució cromatogràfica, no

es poden evitar completament les coelucions com es mostra a la Figura 3 de la (pàgina

32, [Moldovan et al., 2002]). En aquests casos, és especialment necessària la utilització

d’ions diagnòstic específics per a poder identificar correctament els compostos. Malgrat

això, quan els compostos que coelueixen presenten estructures similars cal avaluar-ne

l’especificitat. Per exemple, en les condicions experimentals avaluades, el FA C19 iso

està coeluint amb el hidroxiàcid C17 normal i els dos compostos donen l’ió característic

m/z 129 [(CH2)2C(O)OSi(CH3)3]
+. Així doncs, aquests compostos s’haurien de

diferenciar utilitzant d’altres ions diagnòstic o bé emprant una altre fase estacionaria que

presenti una selectivitat diferent.

Per a la determinació simultània de FAs, FALs, hidroxiàcids i diols, la sililació

ha demostrat ser una tècnica adequada ja que encara que no sigui la més emprada per

l’anàlisi de FAs (s’acostuma a emprar la metilació), si que permet, en una sola etapa, de

derivatitzar les quatre famílies químiques estudiades. La sililació també permet obtenir

ions diagnòstic intensos tant estructurals, que s’empren per a identificar la família a la

que pertany el compost d’interès, com indicadors de la massa molecular (normalment

[M-CH3]
+). No obstant això, dues de les limitacions d’aquesta tècnica de derivatització,

són la manca d’estabilitat dels compostos derivatitzats, ja que s’hidrolitzen ràpidament i

la necessitat d’evaporar a sequedat per tal d’eliminar l’excés i els residus de l’agent

derivatitzant abans de realitzar l’anàlisi. Aquest últim aspecte dificulta l’anàlisi de

compostos de baixa massa molecular (volàtils) ja que es podrien perdre durant aquesta

etapa d’evaporació. Però precisament, tal com s’ha esmentat en l’article que es refereix

als VFAs [Jover et al., 2005], els compostos volàtils s’han determinat mitjançant HS-

SPME i per tant la tècnica de sililació ha estat aplicada tan sols per la caracterització

dels compostos semivolàtils.

És important, quan es treballa amb matrius tan complexes com la lanolina, de

realitzar una estratègia de caracterització progressiva i seqüencial de la mostra. Així, es

pot analitzar la lanolina seguint diferents etapes tot incrementant el nivell de detall. En

una primera etapa, gràcies a ions amb informació estructural, podem identificar les

diferents famílies químiques presents a la mostra. Després, mitjançant ions diagnòstic

de la massa molecular del compost, s’identifica la massa molecular de cada component

d’una mateixa família química. Finalment, s’identifica els diferents isòmers posicionals

mitjançant els índexs de retenció cromatogràfics. Aquest tipus d’estratègia no tan sòls és

d’aplicació en la caracterització de la lanolina sinó que també es podria utilitzar per a la
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caracterització de qualsevol tipus de matriu lipídica complexa. Per a realitzar l’anàlisi

quantitativa d’aquests compostos, degut a la gran quantitat de compostos individuals, és

necessari considerar que el factor de resposta pels membres d’una mateixa família

química, com per exemple els FAs, serà el mateix.

Pel que fa referència als èsters alifàtics, una primera conclusió evident seria que

no podem esperar aconseguir separar completament els compostos individuals degut a

l’extrema complexitat de la barreja (variació en la massa molecular, combinacions de

diferents longituds de cadena dels fragments àcids i alcohols i diferents isòmers

posicionals). El que aconseguim és tenir els compostos agrupats per clusters de la

mateixa massa molecular. Dins d’aquests clusters, la separació cromatogràfica que

s’obté, ve donada per la diferent combinació d’isòmers posicionals (utilització d’índexs

de retenció). No obstant s’observa que no s’aconsegueix diferenciar entre la composició

isomèrica de la branca alcohòlica de la de la branca àcida utilitzant aquests índexs. Així

doncs, tindríem coelucions completes dels compostos d’estructura simètrica (Figura 7).

Però el que no aconseguim amb la resolució cromatogràfica si que s’aconsegueix

mitjançant l’espectrometria de masses.

Figura 7. Exemple d’estructura química de compostos simètrics que coeluirien en el sistema de
HTGC-MS.

Els dos compostos de la Figura 7 presenten un espectre de masses lleugerament

diferent que ens permet identificar-los. Els dos tenen l’ió m/z 354 corresponent a la

massa molecular de la substància, però en el cas FA C10 l’ió més abundant seria el m/z

173 i en canvi pel FA C13 seria m/z 215. Així doncs, l’espectrometria de masses i els
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índexs de retenció són informacions complementàries que permeten caracteritzar a

nivell molecular aquesta complexa barreja d’èsters alifàtics.

En els dos treballs corresponents a la determinació dels FAs i FALs [Moldovan

et al., 2002, Jover et al., 2003] s’ha comentat que el seu origen podia ser la hidròlisi

dels èsters sintetitzats a les glàndules sebàcies. És interessant comparar doncs

l’estructura isomèrica dels èsters que s’ha determinat amb l’estructura que haurien de

tenir si els FALs i FAs que hem analitzat fossin el resultat de la seva hidròlisi. En la

Taula 2 s’observa aquesta comparativa, tot considerant que un èster de massa molecular

X estaria tan sols format pel compost més abundant que s’ha trobat en el cluster

corresponent a aquesta massa molecular. La coincidència de resultats és remarcable

podent, així, confirmar la nostra hipòtesi. Solament en tres casos la forma isomèrica

prevista no es correspon amb la determinada experimentalment i es poden explicar

fàcilment per les aproximacions realitzades per a construir aquesta taula.

Taula 2. Comparació de l’estructura isomèrica dels èsters determinada experimentalment o gràcies a la
caracterització isomèrica dels èsters i alcohols.

N èster1 N FA1 FA2 N FAL1 FAL2 Prev.3

Èster
Exp.4

Èster
37 15 n 22 n n:n n:n
38 14 n 24 n n:n n:n
39 15 n 24 n n:n n:n
40 16 n 24 n n:n n:n
41 16 n 25 a a:n a:n
42 16 n 26 i i:n i:n
43 16 n 27 a a:n a:n
44 18 n 26 i i:n i:n
45 18 n 27 a a:n a:n
46 20 i 26 i i:i i:n
47 20 i 27 a i:a i:a
48 22 i 26 i i:i i:n
49 22 i 27 a i:a i:a
50 24 i 26 i i:i i:n
51 24 i 27 a i:a i:a
52 25 a 27 a a:a a:a
53 26 i 27 a i:a i:a
54 27 a 27 a a:a a:a

1Número de carbonis dels fragment àcid o alcohòlic de l’èster més abundant amb aquest número de
carbonis total.
2Estructura isomèrica més abundant del FA o FAL considerat [Moldovan et al., 2002a].
3Estructura isomèrica de l’èster més abundant prevista considerant els isòmers més abundants trobats en
la caracterització de FAs i FALs.
4Estructura isomèrica de l’èster més abundant determinada cromatograficament [Moldovan et al., 2002b].
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Els èsters esteroidals presents a la lanolina formen un grup menys complex de

compostos que malgrat això, resulten més difícils d’analitzar. Formen una barreja

menys complexa perquè tan sòls tenim tres variants del fragment alcohòlic (colesterol,

lanosterol i dihidrolanosterol). Per altra banda, el fet ja comentat, de que són substàncies

termolàbils, no ha permès d’analitzar tots els èsters conjuntament motivant la utilització

d’una tècnica cromatogràfica específica (GC a pressió sub-ambient) per a la

determinació d’aquest grup de compostos. Malgrat això, i degut a les seves

característiques, emprar com a detector l’espectròmetre de masses amb ionització per

impacte electrònic (EIMS) no ha estat suficient ja que pel que fa els èsters de colesterol

tan sols s’obtenen els ions corresponents al fragment esteroidal. Així doncs, mitjançant

GC-EIMS es pot identificar la família química del compost però no la longitud del

fragment àcid o la seva massa molecular. Per això, es van desenvolupar tècniques

d’ionització més suaus com la ionització química positiva (PCIMS) o la negativa

(NCIMS) utilitzant diferents gasos reactius (amoníac, metà i isobutà). Aquestes

tècniques d’ionització, al ser més suaus, eviten la fragmentació excessiva de les

molècules làbils i en alguns casos permeten detectar l’ió molecular o el seu pseudo-ió

molecular com quan es treballa en PCIMS amb amoníac ([M+NH4]
+). De la mateixa

manera que per les altres famílies de lípids presentades també s’han utilitzat índexs de

retenció cromatogràfics per a identificar els diferents isòmers posicionals del fragment

àcid. Com a la taula 2 pels èsters alifàtics, les abundàncies isomèriques dels èsters

esteroidals també ens demostren que els FAs provenen de la hidròlisi dels èsters.

Tal com s’ha presentat en els articles d’aquesta secció, l’anàlisi a nivell

molecular dels compostos lipídics que integren la lanolina, tot i la elevada complexitat i

temps necessari per dur-la a terme, té nombrosos interessos ja que alguns compostos

individuals, tenen propietats característiques. Així, a la introducció hem vist com alguns

compostos tenen una especial toxicitat o al revés, aporten beneficis importants que fan

que la seva anàlisi a nivell molecular sigui valuosa. De manera més genèrica, quan

realitzem aquestes determinacions a nivell molecular generem una gran quantitat

d’informació que ens pot permetre, com ho veurem a l’aplicació (secció 5.1), d’entendre

millor el funcionament d’un ecosistema o com hem comentat en la secció 3.1.1,

l’observació de la distribució dels àcids grassos individuals (amb 2 màxims locals) ens

permet fer la hipòtesi de que la síntesi d’aquests compostos es fa seguint dues vies

diferents. Així doncs, encara que laboriosa, l’anàlisi de lípids a nivell molecular és una

important font d’informació. Potser la pregunta que ens haguéssim hagut de fer seria
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més aviat si sempre és útil fer aquest tipus de caracteritzacions. La resposta en aquest

cas és un no rotund. Hi han moltes aplicacions que no necessiten de tanta resolució en la

caracterització, en molts casos les proporcions entre diferents famílies químiques ja són

suficients. Per a citar un exemple proper, la Farmacopea Europea exigeix per a que una

lanolina pugui ser comercialitzada que no tingui un contingut d’àcids grassos lliures

superior a 0.56% [Ministerio de Consumo, 2002]. En aquests casos, en lloc de

determinar la suma dels FAs, cal una tècnica separativa de menor resolució com pot ser

la cromatografia de capa fina (TLC) i es quantifiquen tots els FAs, que apareixen com

un sol pic cromatogràfic, conjuntament. De fet, la TLC acoblada a un FID ja ha estat

utilitzada per a caracteritzar la lanolina i els lípids interns de la llana [Coderch et al.,

1996, Fonollosa et al., 2000, Leaver et al., 1988]. Així doncs, les dues tècniques són

complementàries ja que aporten una informació diferent de la mostra. Per tant, no és

estrany que s’hagin utilitzat conjuntament en la caracterització de diferents extractes de

lanolina [Domínguez et al., 2003]. Fins i tot la complementarietat d’aquestes dues

tècniques separatives de diferent resolució cromatogràfica ha estat estudiada i

considerada com a positiva [Jover et al., 2006] en la caracterització d’un extracte de

lanolina. En conclusió, per a poder escollir la metodologia analítica a emprar cal tenir

present el nivell de resolució necessària per cada aplicació.

Pel que fa referència a la determinació de contaminants orgànics emprant

tècniques monodimensionals, en aquest apartat s’ha desenvolupat tant els aspectes

pràctics com els més teòrics de la cromatografia dual. A continuació resumirem els

punts forts i punts febles d’aquesta tècnica. Una de les principals avantatges d’aquesta

tècnica és la seva versatilitat, comparada amb la GC clàssica ja que permet determinar

diferents famílies químiques de compostos simultàniament tot mantenint bons nivells de

detecció. Un altre avantatge, que s’ha intentat de desenvolupar en el segon treball

d’aquesta secció, és la possibilitat de simplificar el procés d’identificació d’un pic

cromatogràfic. El que normalment s’havia de fer emprant un GC-MS o comparant

temps de retenció en columnes de diferent polaritat, ara es pot fer directament amb el

DRR que és un paràmetre basat en els quocients de resposta dels dos detectors. L’únic

requisit previ és que els compostos d’interès han de presentar una resposta, encara que

sigui negativa, en els detectors emprats. Aquest DRR per uns detectors donats dependrà

de l’estructura fisicoquímica del compost i de la concentració en la que es troba present.

En aquest sentit als generalment emprats LOD i LOQ, s’hi afegeix el límit de
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confirmació (LOC) que correspon a la quantitat mínima d’anàlit que es necessita per a

confirmar-ne la identificació emprant el sistema del DRR. Aquest tipus de muntatge pot

ajudar a millorar la productivitat dels laboratoris d’anàlisi disminuint el temps necessari

a la confirmació dels compostos identificats (generalment realitzada per GC-EIMS o

GC-NCIMS).

Pel que fa els aspectes negatius, cal recordar que com per la majoria de

processos cromatogràfics és necessari tenir un pretractament de la mostra que permeti

tenir un extracte el més purificat possible. A més, és útil que aquest procés també

serveixi d’etapa de preconcentració a fi de millorar la relació senyal soroll en el moment

de la determinació final. Així doncs, l’efectivitat de la GC-ECD/NPD i de la

cromatografia dual en general continua sent massa dependenta de la complexitat de

l’extracte a analitzar. A més, si ho comparem amb una tècnica de GC clàssica amb la

cromatografia dual hi ha l’agreujant que les coelucions amb d’altres compostos

provenint de la matriu donaran peu a falsos negatius ja que els DRR determinats

experimentalment no es correspondran amb els DRR teòrics calculats a partir de les

rectes de calibració considerant aleshores el compost d’interès com a no present.

Finalment, si es considera el continu desenvolupament de l’espectrometria de masses

(quadrupols) com a tècnica estàndard destacant de manera especial les millores en

aspectes relacionats a la robustesa, la velocitat, la sensibilitat i el cost de la tècnica cal

pensar que la MS i especialment la EIMS amb quadrupol s’anirà imposant pel que fa a

la detecció de la majoria de contaminants orgànics en GC.

3.4 Conclusions

En aquest treball s’han desenvolupat diferents tècniques cromatogràfiques

monodimensionals per a la caracterització de lípids i contaminants orgànics. En el cas

de la determinació dels lípids i degut a la seva complexitat s’han hagut de desenvolupar

tècniques específiques per a les diferents famílies químiques que la composen. En

aquest sentit s’ha desenvolupat les diferents metodologies següents:

- HS-SPME GC-NCIMS per a la determinació de VFAs.

- GC-EIMS per a la determinació de FFAs, FALs, hidroxiàcids i diols.

- HTGC-EIMS per a la determinació d’èsters alifàtics.

- GC a pressió sub-ambient acoblada a diferents tècniques d’espectrometria de

masses per a la determinació d’èsters esteroidals.
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Aquestes tècniques s’han aplicat a la caracterització de la lanolina que s’ha

emprat com a matriu de referència. A part d’aconseguir la caracterització

completa de les diferents famílies químiques, els resultats obtinguts han permès

obtenir una valuosa informació dels mecanismes existents de formació dels

diferents lípids. En aquest sentit és interessant de destacar els punts següents:

- Pel que fa els VFAs s’observa una barreja de compostos que provenen de tres

orígens ben diferenciats. Trobem la distribució habitual dels àcids grassos de la

lanolina que se superposa amb una abundant proporció d’àcid acètic que prové

de la �-oxidació dels FAs i a uns elevats nivells d’àcid iso-valèric, producte de

degradació de les proteïnes que prové d’una contaminació fecal de la lanolina.

- La caracterització dels FAs així com la dels corresponents èsters tant alifàtics

com esteroidals, ha permès determinar la seva procedència a partir de la

hidròlisi dels èsters. Cal considerar que la distribució bimodal observada estaria

causada per la intervenció de dues vies enzimàtiques diferents; la primera

responsable de la síntesi de novo dels àcids grassos i la segona de la seva

extensió.

- En aquest apartat també s’ha desenvolupat una metodologia monodimensional

basada en la cromatografia dual per a la detecció de contaminants orgànics. En

aquest sentit, s’han desenvolupat aspectes tant teòrics com aplicats de la

cromatografia dual. A més s’ha aplicat per primer cop aquesta tècnica per a la

detecció de plaguicides a la lanolina i s’ha aprofundit en el concepte del

quocient entre la resposta dels detectors en matrius aquoses per a utilitzar-lo per

a la confirmació de la identificació de contaminants orgànics.


