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Objetivosy plan de trabajo

Objetivos

La exposicion a contaminantes toxicos y peligrosos es un problema de la
poblacién en general, especiadmente de los residentes en zonas cercanas a areas
industriales o contaminadas. La poblacién agricola se encuentra asi mismo expuesta
a los plaguicidas, utilizados en la agricultura convencional para e control de
diversas plagas. Atendiendo a la necesidad de controlar y evaluar esta exposicion
humana, €l objetivo principal de la presente Tesis Doctoral consiste en el estudio y
puesta a punto de procedimientos analiticos basados en cromatografia de gases
capilar para la determinacién de plaguicidas organofosforados (OPs) vy

organoclorados (OCs) en muestras biolgicas de origen humano.

Para alcanzar €l objetivo principal se detallan a continuacion los siguientes

objetivos especificos:

v Estudio y optimizacién de metodologia analitica para la determinacion de
plaguicidas OPs y OCs en muestras de orina y suero, aplicando en primer
lugar técnicas tradicionales, tales como la micro-extraccion liquido-liquido
(LLME) y la extraccion en fase solida (SPE), asi como otras mas novedosas,
como la microextraccion en fase sdlida (SPME) en modo de inmersion

directa.

v' Estudio y optimizacibn de méodos cromatogréficos acoplados a
espectrometria de masas simple (GC-MS) y en tdndem (GC-MS/MS) para la
determinacion de compuestos OPsy OCs.

v Estudio de métodologia analitica para la determinacién de plaguicidas OPs 'y
OCs en muestras de suero y sangre total mediante SPME en modo espacio de
cabeza, previo aladeteccion con GC-MS 0 GC-MS/MS.

v Desarrollo de métodologia analitica multiresidua que permita la
determinacion de endosulfan y de sus principales metabolitos por un lado, asi
como de otros plaguicidas OCs y bifenilos policlorados (PCBs) por otro, en
muestras humanas de tejido adiposo mediante purificacién automatizada por
HPLC y posterior deteccion por GC-MS o GC-MS/MS.
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v Aplicacion de todos los procedimientos desarrollados a muestras reaes de

orina, suero, sangrey tejido adiposo humano.

Plan detrabajo

Para conseguir los objetivos anteriormente propuestos se detalla el Plan de

Trabajo seguido en la presente Tesis Doctoral:

Seleccion de los compuestos a estudiar. En los casos en que sea posible, como
por ejemplo en los plaguicidas OPs y algunos OCs, la eleccién serd en
funcién de su utilizacién en la zona Mediterranea, y en especia en la
Comunidad Vaenciana. En otros casos, la seleccion se realizard en base a la
frecuencia e importancia de deteccion en las matrices bioldgicas objeto del
presente trabgjo. También se tendra en cuenta, en todos los casos, la

peligrosidad y las propiedades fisico-quimicas de |os analitos sel eccionados.

Seleccidn de las matrices biol6gicas humanas para la realizacion del presente
trabgjo, en funcion de su importancia en el control biolégico, asi como de su
disponibilidad.

Revision bibliogréfica sobre antecedentes y estado actual de la determinacion

de los plaguicidas seleccionados en muestras de fluidos y tejidos biol 6gicos.

Puesta a punto de metodologia analitica previa para la determinacién de los
plaguicidas OPs y OCs seleccionados mediante GC-NPD (FPD) y GC-ECD,

respectivamente.

Estudio de las condiciones cromatogréficas Optimas y de los espectros de

masas parala determinacién de plaguicidas OPs y OCs mediante GC-MS.,

Estudio de las condiciones éptimas para la determinacion de plaguicidas OPs,
OCs y PCBs mediante GC-MS/MS. Optimizacion de las condiciones de

fragmentacion para cada analito estudiado.
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= Estudio de la estabilidad de los plaguicidas OPs y OCs seleccionados en

muestras de orinay suero.

= Optimizacion del procedimiento multiresidual basado en LLME para

plaguicidas OPsy OCs sel eccionados en muestras de orinay suero.

=  Optimizacién del procedimiento multiresidual basado en SPE para plaguicidas

OPsy OCs seleccionados en muestras de orinay suero.

= Optimizacién de las etapas de absorcidn y de desorcion de la técnica SPME
para la determinacion de los plaguicidas OPs y OCs en medio acuoso en

modo de inmersion directa

= Optimizacién de las etapas de absorcién y de desorcion de la técnica SPME
para la determinacion de los plaguicidas OPs y OCs en medio acuoso en

modo espacio de cabeza (HS).

= Aplicacion del procedimiento SPME (en inmersion directa) a la
determinacion de plaguicidas OPs y OCs en muestras de orina y suero.
Evaluacién de las caracteristicas analiticas y validacién del procedimiento

desarrollado.

= Aplicacion del procedimiento HS-SPME a la determinacion de plaguicidas
OPsy OCs en muestras de suero. Evaluacién de las caracteristicas analiticas y

validacion del procedimiento desarrollado.

= Aplicacion del procedimiento HS-SPME a la determinacion de plaguicidas
OPs y OCs en muestras de sangre total. Evaluacion de las caracteristicas

analiticasy validacion del procedimiento desarrollado.

= Estudio de la etapa de purificacion, mediante HPLC en fase normal, previa a
la determinacion de endosulfan y sus principales metabolitos en tegjido

adiposo humano mediante GC-MS.

= Aplicacion del procedimiento multiresidual completo, basado en purificacion
mediante HPLC en fase norma y determinacion por GC-MS, a la

determinacion de endosulfan y sus metabolitos en muestras de tejido adiposo




Objetivosy plan de trabajo

humano. Evaluacion de las caracteristicas anditicas y validacion del

procedimiento desarrollado

= Estudio de la etapa de purificacion, mediante HPLC en fase normal, previa a
la determinacion de plaguicidas OCs y PCBs en tegjido adiposo humano
mediante GC-MS/MS.

= Aplicacion del procedimiento multiresidual completo, basado en purificacion
mediante HPLC en fase normal y determinacién por GC-MS/MS, a la
determinacion de plaguicidas OCs y PCBs en muestras de tejido adiposo
humano. Evauacion de las caracteristicas andliticas y validacién del

procedimiento desarrollado

= Aplicacion de los procedimientos desarrollados, basados en LLME y SPE 6
en SPME, amuestras reales de suero, orinay sangre procedentes de poblacion

expuestay no-expuesta.

= Aplicacion de los procedimientos desarrollados, basados en purificacion por
HPLC y deteccién con GC-MS o GC-MS/MS, a muestras reales de tgjido

adiposo humano.

El presente trabajo ha quedado reflgjado en seis articulos cientificos, ya
publicados o pendientes de publicacidn, en revistas de carécter internacional. Todos

estos articulos se han incluido en la parte experimental de esta Memoria.
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Objectives and work plan

Objectives

Exposure to hazardous pesticides is a concern of general population,
especially residents living near industrial of contaminated places and, obviously, in
the agricultural population that is the most exposed to pesticides used nowadays to
pest control. In order to measure this human exposure, the main objective of this
Doctora Thesisis the study and development of analytical procedures based on the
use of capillary gas chromatography for the determination of organophosphorus

(OPs) and organochlorine (OC) pesticides in human biological samples.
In order to reach this aim, the specific objectives are shown:

v' Study and optimisation of analytical methodology for the determination of
OPs and OC pesticides in urine and serum samples, firstly by means of
conventional techniques as liquid-liquid microextraticon (LLME) and solid
phase extraction (SPE), and then by means of direct immersion solid phase

micro-extraction (SPME), a newer technique.

v’ Study and optimisation of cromatographic methods coupled to simple mass
spectrometry (GC-MS) and tandem (GC-MS/MS) for the determination of
OPs and OC compounds.

v Development of analytical methodology for the determination of OPs and OC
pesticides in serum and whole blood samples by means of headspace SPME,
previoudly to the detection by GC-MS or GC-MS/MS.

v Development of analytical multiresidue methodology for the determination of
endosulfan and its metabolites, and other OC pesticides and polychlorinated
byphenyls (PCBs), in human adipose tissue samples by means of automated
HPLC cleanup prior to GC-MS or GC-MS/M S detection.

v' Application of the developed procedures to real urine, serum, blood and

human adipose tissue samples.
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Work plan

In order to reach the above abjectives, this Doctoral Thesis has been carried

out according to the following work plan:

Selection of the compounds to be studied. For this, the first characteristic
considered is the use of those pesticides in the Mediterranean areas, especially
in Comunidad Valenciana, as for example in the case of OPs and some OC
pesticides. For other compounds, the selection will be based on the frequent
detection of the pesticides in the studied biological samples. The hazard and
the physical-chemical properties of those compounds will aways be

considered.

Selection of the human biological samples, based on their importance for the

biological control and their availability.

A review on the literature about antecedents and current determination of the

chosen pesticides in biological fluids and tissues samples.

Development of analytical methodology for the determination of selected OPs
and OC pesticides by means of GC-NPD (FPD) and GC-ECD, respectively.

Optimisation of the chromatographic conditions and mass spectra for the
determination of OPs and OC pesticides by means of GC-MS.

Optimisation of the chromatographic conditions for the determination of OPs
and OC pesticides and PCBs by means of GC-MS/MS. Optimisation of the

fragmentation conditions for each studied compound.

Study of the stability of selected OPs and OC pesticides in urine and serum
samples.
Development of a LLME multiresidue procedure for the determination of

selected OPs and OC pesticides in urine and serum samples.

Development of a SPE multiresidue procedure for the determination of

selected OPs and OC pesticides in urine and serum samples.
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= Optimisation of the absorption and desorption steps in SPME for the
determination of OPs and OC pesticides in agueous samples in the direct

immersion mode.

= Optimisation of the absorption and desorption steps in SPME for the
determination of OPs and OC pesticides in agueous samples in the headspace
(HS) mode.

= Application of the direct immersion SPME procedure for the determination of
OPs and OC pesticides in urine and serum samples. Evaluation of the

analytical characteristics and validation of the developed procedure.

= Application of the HS- SPME procedure for the determination of OPs and OC
pesticides in serum samples. Evaluation of the analytical characteristics and

validation of the developed procedure.

= Application of the HS-SPME procedure for the determination of OPs and OC
pesticides in whole blood samples. Evaluation of the analytical characteristics

and validation of the developed procedure.

= Study of the cleanup step by means of normal phase HPLC previous to the
determination of endosulfan and its main metabolites in human adipose tissue
by GC-MS.

= Application of the overall multiresidue procedure- normal phase HPLC
cleanup and GC-MS detection - for the determination of endosulfan and its
metabolites in human adipose tissue samples. Evaluation of the analytical

characteristics and validation of the developed procedure.

= Study of the norma phase HPLC cleanup prior to the determination of OC
pesticides and PCBs in human adipose tissue by means of GC-MS/MS.

= Application of the overall multiresidue procedure- normal phase HPLC
cleanup and GC-MS/MS detection - for the determination of OC pesticides
and PCBs in human adipose tissue samples. Evaluation of the analytical

characteristics and validation of the developed procedure.
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= Application of the developed procedures, based on LLME, SPE or SPME, to

serum, urine and blood samples from exposed and non-exposed popul ation.

= Application of the developed procedures, based on HPLC cleanup and GC-
MS or GC-MS/MSS detection, to real human adipose tissue samples.

The work developed in the current Thesis has allowed writing six scientific
articles in international journals. Some of them have been aready published and
others are till in press or in revision process. All these papers have been included in

the experimental part of this Manuscript.
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Capitulo 1 Introduccién general

1.1. Introduccion

Los plaguicidas se pueden definir como sustancias que sirven para combatir
los parasitos de los cultivos, del ganado, de los animales domésticos y del hombre y

su ambiente (Primo y Carrasco, 1986).

Los plaguicidas se conocen desde la antigliedad, aungue fue a partir de los
afios 20-30 dedl siglo XX, y especialmente a partir de la Segunda Guerra Mundial,
cuando su empleo se extendid exponenciamente. La utilizacion de los plaguicidas
ha conseguido aumentar la produccién de alimentos y mejorar la salud humana. Sin
embargo, deben vigilarse los dafios ambientales ocasionados por su uso a gran
escala, de manera que puedan hacerse las correcciones pertinentes. Es importante
conocer los riesgos y la toxicidad de estos compuestos, especialmente para las
especies que no son su objetivo, antes de que sean aplicados masivamente, asi como
para asegurar que la aplicacién se lleve a cabo de una manera adecuada

minimizando los dafios posibles.

El uso generalizado de los plaguicidas en la agricultura, asi como en la
industria, caminos, carreteras, vias férreas y en uso doméstico, puede llegar a
producir un empobrecimiento de la biodiversidad, contaminar las aguas subterraneas
y superficiales y amenazar la salud humana, tanto por exposicién directa como a

través de sus residuos en alimentos 0 en aguas potables.

La preocupacion por los efectos nocivos derivados de la utilizacion de
plaguicidas en las actividades agricolas es una constante de nuestra sociedad actual.
Como ya es conocido, la Comunidad Valenciana tiene una gran tradicion en cultivos
intensivos, con lo que el consumo de estos productos de sintesis es muy elevado.
Ademés, e nuimero de plaguicidas usados en la actualidad es muy alto y su
composicién quimica muy variada, con lo que los efectos téxicos y los problemas
ambientales derivados de su amplia utilizacion en la agricultura son complegjos y

muy variados.

15



Capitulo 1 Introduccién general

En los productos fitosanitarios utilizados en la agricultura debe diferenciarse
entre principio 0 materia activa, con poder plaguicida, y € preparado comercial,
gue ademas, en las practicas agricolas se emplea diluido y es aplicado de diferentes
formas. Debido a elevado nimero de principios activos existentes actualmente y a
la continua aparicion de nuevos compuestos, por la necesidad de hacer frente a
nuevas plagas o como sustitutos de otros de mayor impacto ambiental, es necesario
disponer de una o méas clasificaciones de los diferentes compuestos. Para ello se
suele utilizar diferentes criterios de clasificacion como son, campo de aplicacion,
tipo de lucha, modo de aplicacion o estructura quimica (Ware, 1983; Garcia y
Herranz, 1987).

Asimismo, el destino y comportamiento de los plaguicidas en € medio
ambiente dependen bésicamente de las propiedades fisico-quimicas del compuesto,

asi como de laformaen laque esliberado y de las condiciones del ecosistema.

Atendiendo a su movilidad, la contaminacién por plaguicidas puede tener

lugar en €l aire, suedlo, agua y biosfera (Barbera, 1989). La contaminacion eny a
través del air e tiene importancia especial cuando se trata de aplicaciones por medios
aéreos, afectando no solo a los operarios, sino que los tratamientos extensivos por
avién pueden incidir tanto en la salud humana como en la fitotoxicidad a cultivos, y
en buena extension a la fauna ornitologica a ser sometida a nubes contaminantes
gue reducen en buena parte sus posibilidades de supervivencia. Ademas, las
particulas més livianas pueden ser arrastradas a zonas lgjanas del punto de
tratamiento, lo que explica la presencia de residuos de insecticidas en zonas que
nunca fueron tratadas. Tal es el caso de los compuestos organoclorados (OCs) o de
algunos bifenilos policlorados (PCBs), los cuales han sido detectados en la fauna de

zonas subantérticas (De Boer y Wester, 1991).

Por lo que respecta a la contaminacion en el suelo, se debe tanto a
tratamientos especificos (insecticidas del suelo, desinfectantes, tratamientos de surco
0 de semillas, y de modo especial herbicidas de pre-siembra y pre-emergencia),
como también por contaminacion proveniente de otros tratamientos, como los

aéreos, cuando los residuos volatiles caen a suelo 0 son arrastrados por la lluvia
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Muchos plaguicidas (la mayoria de €ellos herbicidas polares, derivados fosféricos y
carbamicos, etc.) se degradan rapidamente en el suelo y sus residuos desaparecen en
un corto plazo de tiempo. Sin embargo, la aplicacion de derivados clorados de dificil
eliminacién lleva consigo una elevada persistencia en el medio ambiente. Debido a
estos riesgos, las legislaciones de muchos paises actuales consideran que € uso de

tales derivados clorados esté prohibido o sujeto a restricciones.

El agua es una via muy importante a través de la cual los plaguicidas se
extienden por € medio ambiente, bien por el uso de plaguicidas destinados a la
higiene publica (por gemplo lalucha contra larvas de mosquitos en charcas 'y aguas
estancadas), o indirectamente por la movilizacién de contaminaciones de aire y
suelos (por eemplo, arrastres por agua de lluvia). De este modo, €l plaguicida
disudto en e agua puede ser desplazado horizontalmente, por escorrentia
superficial, o verticamente a través de la zona no saturada (lixiviacién) pudiendo
alcanzar €l agua subterrénea; durante su paso através del suelo, e plaguicida puede
guedar adsorbido, y/o sufrir transformaciones quimicas o microbianas (dependiendo
de la reactividad intrinseca de sus grupos funcionales), asi como degradacion,

proceso que reduce o elimina la presencia del plaguicida en el medio ambiente.

Como consecuencia de las contaminaciones de los tres compartimentos
citados anteriormente, de forma directa o indirecta, puede producirse la
contaminacion de la biosfera. Los plaguicidas pueden entrar en los organismos
vivos directamente por particion entre el agua y los tejidos a través de la pidl,
durante la respiracion, o por medio de la alimentacion. La eliminacion de éstos
puede tener lugar por excrecion o por biotransformaciones metabdlicas. Los
pardmetros que afectan a estos procesos incluyen la solubilidad en agua y la
liposolubilidad del compuesto, €l grado de ionizacién, la estabilidad quimica y el

tamario molecular.

En e estudio del comportamiento de los plaguicidas en el compartimento
bidtico se pueden distinguir tres procesos diferenciados: bioconcentracion,
biocacumulacién y biomagnificacién. La bioconcentracion es el proceso por e que

un compuesto entra en un organismo acuético directamente desde el agua através de
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las agalas o de los teidos epitelides, la biocacumulacion incluye tanto la
bioconcentracion como los procesos de entrada de residuos quimicos a través de la
comida; mientras que la biomagnificacion hace referencia a la totalidad de procesos
por los cuales la concentracion tisular de un compuesto quimico bioacumulado se

incrementa a medida que este material pasaatravés de dos o mas nivel troficos.

La Unidn Europea ha propuesto una lista de los productos considerados mas
peligrosos para € Medio Ambiente popularmente conocida como Lista Negra,
formada por 39 plaguicidas (76/464/EEC) (Barcel, 1993). De todos los plaguicidas
gue la forman (Tabla 1.1), 19 de ellos pertenecen a la familia de los OPs, 8 son
plaguicidas OCs, 2 triazinas, 2 fenilureas y 5 fenoxiécidos. Si bien clorpirifos no
esta incluido en esta Lista Negra, cabe destacarlo porque, junto con dimetoato son
dos de los plaguicidas OPs més utilizados en Europa en los Ultimos tiempos.

Tabla 1.1. Plaguicidas listados en la Directiva 76/464/ECC de la Contaminacion
causada por ciertas sustancias peligrosas descargadas en el medio acuético de la

comunidad (Lista Negra) (Barcel6, 1993). En negrita los plaguicidas estudiados
en € presente trabajo.

Aldrin Disulfoton Monolinuron
Atrazina Endosulfan Ometoato
Azinfos €til Endrin Oxidemeton/metil
Azinfos metil Fenitrotion Paration etil
Clordane Fention Par ation metil
Coumafos Heptaclor Phoxim

2,4-D HCB Propanilo
DDT Linuron Pirazona
Demeton Malation Simazina
Diclorpop MCPA 2,45T
Diclorvos Mecoprop Triazofos
Dieldrin Metamidofos Troclorfon
Dimetoato Mevinfos Trilufalina

Seglin datos de la UNEP (United Nations Environment Programme
Chemicals), y en relacion a los contaminantes organicos persistentes (POPs,
Persistent Organic Pollutants), la Tabla 1.2 muestra la produccién y e uso

permitido de algunos OCs que se encuentran en proceso de eliminacion, segin datos
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de la Conferencia de Plenipotenciarios para el Convenio de Estocolmo sobre POPs
(UNEP/POPS/CONF/4, 5 Junio 2001).
Tabla 1.2. Produccion y uso permitido para algunos plaguicidas OCs en proceso

de diminacién segin datos de la Conferencia del Convenio de Estocolmo
(UNEP/POPS/CONF/4, 5 Junio 2001).

Plaguicidas  Produccion Uso

Aldrin Ninguna Ectoparasiticida local
Insecticida

Clordano Sélo la permitida Ectoparasiticidalocal
Insecticida

Termicidaen edificiosy presas
Termicidaen carreteras
Aditivo paa adhesvos de

contrachapado
DDT* Finalidad aceptable: Finalidad aceptable:
Uso en lalucha contralos Uso en lalucha contralos vectores de
vectores de algunas algunas enfermedades
enfermedades. Exencion especifica:
Exencion especifica: Produccién del dicofol
Intermediario en la Intermediario
produccién de dicofol.
Intermediario
Dieldrin Ninguna En actividades agricolas
Endrin Ninguna Ninguno
Heptaclor Ninguna Termicida
Termicida en estructuras de casas
Termicida subterréneo
Tratamiento de la madera
Cajas de cableado subterraneo
HCB S6lo lapermitida Intermediario
Solvente en plaguicidas
Intermediario en un sistema cerrado
limitado a un emplazamiento
Mirex S6lo lapermitida Termicida
PCBs Ninguna Ver usos en la seccién 1.6.2 de esta
Memoria
Toxafeno Ninguna Ninguno

* producto en restriccion
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Como puede observarse en la tabla, de la lista de los 10 POPs, solamente €l
uso de endrin y toxafeno esté totalmente prohibido. La Conferencia permite el uso
de los plaguicidas (HCB y DDT) como intermediarios para la produccion de otro
material considerado como no POP, puesto que no se espera que cantidades
significativas del producto quimico lleguen a las personas y a medio ambiente
durante la produccion y uso en un sistema cerrado y limitado a un emplazamiento.
Por otra parte, €l uso de DDT es €l Unico sujeto a restriccion, de manera que cada
Parte que produzca y/o utilice DDT registrara esa produccion y/o utilizacion para el
control de vectores de enfermedades (por gjemplo la malaria), de conformidad con
las recomendaciones y directrices de la OMS (Organizacién Mundial de la Salud)
sobre la utilizacion de DDT, y producira y/o utilizara DDT cuando no disponga de
aternativas locales seguras, eficaces y asequibles. Las Partes que actualmente
todavia estan utilizando DDT, deben promover la investigacion y e desarrollo de
productos quimicos y no quimicos, métodos y estrategias alternativos y seguros, que
sean idéneos para las condiciones de esos paises, y tengan por objeto disminuir la
carga que representa la enfermedad para los seres humanos y la economia,
principalmente en funcion a los riesgos para la salud humana y a las repercusiones
ambientales.

Ademas, hay que tener en cuenta la produccion no intencional de muchos de
estos contaminantes organicos persistentes. Dibenzoparadioxinas y dibenzofuranos
policlorados, HCB, y PCBs, se forman y se liberan de forma no intencionada a partir
de procesos térmicos, que comprenden materia organicay cloro, como resultado de
una combustién incompleta o de reacciones quimicas. A modo de gemplo, se
muestran, a continuacion, algunas fuentes industriales que tienen un potencial de
formacion y liberacion de estos productos quimicos al medio ambiente relativamente
elevado:

a) Incineradoras de desechos, incluidas las co-incineradoras de desechos

municipales, peligrosos o médicos o de fango cloacal

b) Desechos peligrosos procedentes de la combustién en hornos de cementos
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¢) Produccion de pasta de papel utilizando cloro elemental

d) Procesos térmicos de la industria metalUrgica: produccion secundaria de
cobre, plantas de sinterizacion en la industria del hierro e industria
siderdrgica, produccién secundaria de aluminio, produccion secundaria de

zinc.

Pero no sdlo existen esas categorias de fuentes industriales, también pueden

provenir de otras vias mas particulares tales como
a) Quemaacielo abierto de desechos, incluidala quema de vertederos
b) Fuentes de combustion doméstica
¢) Instalaciones de combustion de madera u otros combustibles de biomasa
d) Crematorios

€) Tefiido (con cloranil) y terminacién (con extraccién alcalina) de textilesy

cueros
f) Combustion lenta de cables de cobre

g) Desechos de refinerias de petréleo, etc.

1.2. Evaluacién dela exposicion a plaguicidas

La actividad en la que el consumo de plaguicidas es mayor es la agricultura.
Las cosechas se ven afectadas por una gran diversidad de plagas asi como por la
competencia de las malas hierbas. Ademas, la introduccion por el agricultor de
especies huevas mas productivas genera desequilibrios ecol 6gicos que tienen como
consecuencia la proliferacion de plagas debidas a la desaparicion de los predadores
naturales. El sector agricola es considerado como el grupo poblacional con més ato
riesgo de exposicion a estos contaminantes toxicos, como consecuencia de la
elevada importancia que ha ido adquiriendo en los paises desarrollados € uso de

insecticidas, fungicidas, molusguicidas, bactericidas, herbicidasy fumigantes.
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Pero no solamente e sector agricola se encuentra expuesto a plaguicidas,
diferentes grupos y sectores de la poblacion en general también estén expuestos a
ellos, aunque en distinto grado. Uno de los riesgos para la poblacién general es la
exposicion a largo plazo provocada por la presencia de residuos de plaguicidas en
los alimentos como consecuencia de | os tratamientos fitosanitarios, asi como por los
contaminantes ambientales. Debe tenerse en cuenta que todos los plaguicidas, como
biocidas que son, tienen una cierta toxicidad y, por tanto, sus residuos en los
productos vegetales tratados pueden suponer un riesgo para la saud de los
consumidores S superan unos determinados limites. Debido a esto, se debe respetar

el periodo de seguridad para la recoleccion: tiempo que debe transcurrir entre €l

tratamiento fitosanitario y la recoleccion de los productos a consumir (Lépez et al.,
1998).

El grupo poblacional constituido por manipuladores de plaguicidas, en
cualquier punto de su ciclo productivo y durante su uso agricola, sufre una
importante exposicion a largo plazo, s no se toman las medidas de proteccion
adecuadas. En este apartado se incluyen los trabgjadores de la industria que
manufactura estos productos, los aplicadores de plaguicidas, los trabajadores
agricolas y los ganaderos que también utilizan insecticidas para combatir los
parésitos del ganado. Ademas de la exposicion en e momento de la aplicacion, es

necesario considerar el periodo de reentrada, que es el tiempo que ha de transcurrir

entre la aplicacion y la reentrada a zonas tratadas, aungue se desconocen o0 no se
aplican estos periodos en muchos casos (LOpez et al., 1998). Relacionado con este
grupo de poblacion esta el colectivo de mujeres que trabaja en actividades agricolas,
gue aungue en su mayoria no aplican productos si que trabajan en otras tareas del

campo y pueden estar expuestas a contacto indirecto de los plaguicidas.

Por Ultimo existen exposiciones accidentales o intencionales. Segun datos de
la OMS se producen anualmente en e mundo arededor de 1.000.000 de
intoxicaciones agudas graves accidentales entre los aplicadores de plaguicidas. A
esta cifra hay que sumar unos 2 millones de intoxicaciones intencionadas,

fundamentalmente suicidios (Lépez et al., 1998).
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1.2.1. Toxicologia humana

Practicamente todos los plaguicidas son toxicos para los mamiferos, en mayor
0 menor grado; por ello, su manegjo acarrea unos riesgos de intoxicacion que deben

ser tenidos en cuenta, especia mente en las personas que |os manipulan y los aplican.

Los efectos de los plaguicidas en el hombre, es decir, € cuadro toxicol 6gico
gue provocan, no depende solamente de la clase y dosis del téxico y de laforma de
las exposiciones, sino también de la naturdeza de los coadyuvantes (p.e.
disolventes). Es muy importante la sensibilidad particular del individuo; las mujeres
son, generamente, més sensibles que los hombres. Por otra parte, los nifios, las
muijeres gestantes, los ancianos y los enfermos con rutas metabdlicas alteradas, son

especialmente sensibles ala actividad toxica de los plaguicidas (Klimmer, 1967).

La toxicidad de los plaguicidas presenta distintos aspectos segin su
trascendencia. Por o que a sus efectos més inmediatos se refiere, se consideran tres
clases de toxicidad, cuya determinacion previa mediante estudios de
experimentacion animal es hoy dia obligada, cada vez que un nuevo producto se

presenta en el mercado:

1. Toxicidad oral aguda. Se refiere a la ingestion “de una sola vez” de un

producto toxico y se expresa en términos “dosis letal media’ LD-50 que
significa la cantidad de téxico que es necesario ingerir de una sola vez
para producir la muerte del 50% de los animales en ensayo (Barberd,
1989). Esta dosis suele expresarse en miligramos de plaguicida por
kilogramo de peso del animal ensayado. En este tipo de ensayo e efecto

punto final que se mide esla muerte del animal

LaLD-50 oral aguda da unaidea de latoxicidad relativa de los plaguicidas
y extrapolando més o menos razonablemente estos resultados puede
deducirse una LD-50 tedrica para los seres humanos, aungque la
extrapolacion sea puramente orientativa puesto que suele variar de una

especie aotra.

23



Capitulo 1 Introduccién general

2. Toxicidad subaguda. Se refiere a exposiciones repetidas durante un mes o

menos. Aqui el efecto que se toma en consideracion no es la muerte del
animal. Puesto que las dosis administradas son més bagjas que en la
exposicion aguda, los efectos son también menos extremos y se registran
todas las alteraciones producidas en todos los tejidos y fluidos corporales.
Este tipo de experimentacion permite obtener el llamado NOAEL (No
Observable Adverse Effect Level), la dosis méxima a la que ninguno de
los animales muestra efectos toxicos, que es una medida cuantitativa de la
toxicidad de un compuesto, y también presenta una amplia variabilidad
con respecto a la especie ensayada. Tedricamente, el NOAEL hallado
experimentalmente en animales permite obtener una estimacion de los

niveles alos que el agente ensayado sera toxico parael hombre.

3. Toxicidad dérmica. Se refiere a los riesgos toxicos debidos a contacto y

absorcién del plaguicida por la piel. Al igual que la anterior se expresa en
términos de LD-50 y en miligramos/kilo peso. Estos ensayos se efectian

por aplicacién del producto sobre la piel afeitada del animal de ensayo.

4. Toxicidad crénica. Esta provocada por la accion prolongada e inadvertida

de dosis pequefias, pero ineficaces en toma Unica del producto. Se expresa
como partes por millon de téxico presente en la dieta alimenticia, durante
los dias que se especifiquen (siempre en un periodo largo de tiempo), y
gque produce los efectos que se sefidlen. Se establece incorporando €l
producto estudiado a la dieta de varios lotes de animaes, en una
proporcion determinada; después se observan los efectos producidos
(mortandad, alteraciones metabodlicas o en el desarrollo, etc.) en espacios
de tiempo determinados. Un ensayo de este tipo es €l que permite evaluar
la carcinogenicidad de los agentes quimicos frente a los animales
estudiados.

Aparte de estas toxicidades que deben considerarse basicas, hay que tener en
cuenta otros riesgos como son las reacciones inesperadas de hipersensibilidad o

alergia, cuya intensidad no depende de la dosis del producto estudiado y, cuyos
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sintomas, no son especificos, es decir, son diferentes del cuadro sintomético del
producto causante. También en caso de manejo negligente 0 uso impropio, son
frecuentes los sintomas de intoxicaciones por inhalacion o por penetracion en piel,
boca u ojos. Asimismo, también hay estudios que relacionan a los plaguicidas con la

neurotoxicidad, mutagénesis, carcinogeniay reproduccion.

La Industria, comercio y empleo de los plaguicidas esta regulado en Espafia
por la “Reglamentacion Técnico-Sanitaria’ que clasifica, segun la peligrosidad para

las personas, alos diversos productos autorizados en:
a) debagjapeligrosidad (antiguamente categoria A)
b) nocivos (antiguamente categoria B)
C) toxicos (antiguamente categoria C)
d) muy téxicos (antiguamente categoria D)

La Tabla 1.3 muestra los valores de la LD-50 aguda en mg/Kg peso de los
plaguicidas segin su grado de peligrosidad (Real Decreto 3349/30 noviembre de
1983). Estas toxicidades estan referidas siempre a producto formulado.

Tabla 1.3. Clasificacion y valores de LD-50 (mg Kg™) de los plaguicidas segin
grado de peligrosidad aguda.

POR ViA ORAL POR ViA DERMICA
Solidos Liquidos Sélidos Liquidos
Muy téxicos <5 <25 <10 <50
Toxicos 5-50 25-200 10-100 50-400
Nocivos 50-500 200-2000 100-1000 400-4000
Baja peligrosidad >500 >2000 >1000 >4000
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1.2.2. Control biologico

La expresion Control Bioldgico (Biological monitoring) se define como la
vigilancia o € control de la exposicion a xenobiéticos de los medios biol 6gicos del
individuo. En inglés & término “monitoring” en su concepto original significa la
“medicion continuada de una variable a lo largo del tiempo”. Partiendo de este
significado, “Biological monitoring” designa la medida de la exposicion interna
mediante el andlisis de un especimen biolégico, y que, evidentemente no puede ser
llevado de forma continua, sSino en uno o varios momentos en el tiempo (Obiols,
1998).

El control bioldgico, en e que, como se ha nombrado anteriormente, se
analizan dosis internas de plaguicida, constituye un sistema distinto del control
ambiental en e que se mide la exposicion externa de la poblacién. Por tanto, agui
es el propio trabajador el que se utiliza como muestreador de su propio lugar de
trabajo. En muchos casos las determinaciones efectuadas en la sangre o la orina (los
medios bioldgicos més frecuentemente utilizados) del trabajador o grupo de
trabajadores son mucho més representativos de la exposicion a la que reamente se

encuentran sometidos que las efectuadas en el aire del lugar de trabgjo.

La Figura 1.1 muestra los tipos de control en la proteccion de la salud
ocupacional y ambiental. El control ambiental valora el riesgo para la salud
mediante € control de la exposicion externa a los agentes quimicos, es decir su
concentracion en aire, alimentos, agua, etc. y lareferencia la constituyen los limites
de exposicion ambiental TLV (Threshold Limit Vaue). El control bioldgico de la
exposicion evalUa el riesgo para la salud por medio del control de la dosis interna de
la sustancia quimica, es decir, de la sustancia quimica relativamente absorbida por €l
organismo, y en este caso €l valor de referencia lo constituye el VLB (Valor Limite

Biolégico).
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Prevencién de efectos

Control ambiental

f

EXPOSICION
EXTERNA
TLV
DOSIS EFECTOS
INTERNA i ADVERSOS
¢ VLB ¢
Control biolégico Vigilancia de salud
dela exposicion (Control biologico de
los efectos)
Prevencion de Deteccion precoz de
efectos efectos

Figura 1.1. Esquema de la relacién entre la exposicion externa, dosis interna y

efectos adversos y los correspondientes tipos de control (Obiols, 1998).

Tedricamente, la préctica del control biolégico a una poblacion expuesta

requiere un profundo conocimiento previo de una serie de aspectos toxicol 6gicos,

del metabolismo, y toxicodinamicas referentes a compuesto en cuestion y a

parametro bioldgico que sevaautilizar con tal fin, asi como de larelacion de dicho

parametro con las concentraciones en aire. Desde € punto de vista préactico, €

control biolégico presenta una serie de exigencias, imprescindibles para la validez

de los resultados obtenidos, tales como la determinacion de la concentracion de un

determinado compuesto o metabolito, las condiciones de toma de muestra, €
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método analitico a utilizar, € control de calidad, que debe ser especifico para el

analito, y € tipo de muestra a determinar.

El control biolégico presenta importantes ventgjas en agquellos casos en que
los productos han sido bien estudiados, a pesar de las limitaciones que acarrea,
puesto que actuamente existen pocos contaminantes a cuya exposicién sean
aplicables este tipo de técnicas de control. Por ello, es uno de los campos de la
prevencion higiénica hacia los cuales se dirigen los mayores esfuerzos de
investigacion.

Indicador esy deter minaciones biol 6gicas

Al redlizar una determinacion de un contaminante o metabolito en un medio
biol6gico, se pretende obtener una medida de la dosis interna de dicho contaminante,
gue intuitivamente expresa la cantidad de contaminante existente en € organismo.
Recibe e nombre de indicador € contaminante, metabolito o componente
bioguimico a determinar y que de alguna manera es indicativo, directa o

indirectamente, de esa exposicion (Obiols, 1998).

Uno de los principales indicadores biolégicos ampliamente utilizado para
evaluar la exposicién a algunos plaguicidas es la determinacion de la actividad de
las dos enzimas colinesterasicas (ChE): acetilcolinesterasica en los eritrocitos
(AchE) o de la pseudocolinesterasa en suero o plasma (PchE). Estos indicadores
solo son vaidos para plaguicidas que inhiben la accidn de la colinesterasa (OPs y
carbamatos). Se admite de una manera generalizada que una inhibicion del 20%
sobre €l valor inicia es un indicador en el sentido de sobre-exposicién del trabajador
(De lalglesia, NTP-199, 1988), aungue existen algunas discrepancias en cuanto a
nivel de pre-exposicion que justifica la separacion del trabajador hasta que la
actividad enzimatica vuelva a ser normal, estando comprendido entre el 30y e 50%.
En la Figura 1.2 se observa e esquema de la reaccion de hidrdlisis del sustrato
fisiolégico acetilcolina con la AchE obteniéndose colinay acido acético (Conselleria
de Sanitat i Consum, Generalitat Vaenciana, 1993).
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Figura 1.2. Esquema general de una reaccion de inhibicion enzimatica (A) y del
caso concreto de la acetilcolinesterasa (AchE) con € sustrato acetilcolina (B).

Aungue la determinacion de la colinesterasa es un indicador util y
ampliamente usado, presenta grandes limitaciones: problemas analiticos, con graves
dificultades para vaidar los resultados entre distintos laboratorios, solo da
informacion sobre sobreexposicion a dos grupos de plaguicidas, no es especifico,
pues existen otros factores que también provocan la disminucion de colinesterasas
en sangre, como pueden ser problemas hepaticos, estrés, uremia, reacciones
aérgicas, €tc.; y, quizés, e méas importante, la actividad colinesterasica en sangre
esta relacionada Unicamente con la toxicidad aguda y subaguda de los plaguicidas y
no da informacién, por tanto, sobre los efectos cronicos o neurotdxicos retardados
(Consdlleria de Sanitat i Consum, Generalitat Valenciana, 1993).

Es por eso que €l control bioldgico de la exposicion a plaguicidas debe
contemplar otras medidas alternativas de control, para lo cual hay que hacer
referencia, primeramente, a término metabolismo o biotransformacion de los
toxicos que han ingresado en el organismo. En general, hay una serie de etapas que

congtituyen las vias metabdlicas que siguen todas las sustancias exdgenas. Aunque
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algunas se eiminan sin sufrir transformacion alguna, o corriente es que sufran
transformaciones a fin de aumentar su polaridad o solubilidad en agua 'y sean mas
fé&cilmente excretadas por e organismo. Por tanto, la mayoria de las

transformaciones metabdlicas de | os plaguicidas son procesos de detoxificacion.

Generalmente, los mecanismos de biotransformacion de los xenobiéticos se
dividen en dos grandes grupos, que actuamente reciben el nombre de fase |
(primaria) y fase Il (secundaria 0 metabolismo de conjugacion). La fase |
comprende la formacién de un metabolito libre por medio de transformaciones de
tipo no sintético, que implican reacciones de oxidacion, reduccién o hidrdlisis. La
fase I implica transformaciones de tipo sintético con la formacién de un producto a
partir de la sustancia original, o uno de sus metabolitos, y un metabolito endogeno.
El caso mas general es que la molécula original sufra una transformacion del tipo I,
segun las disponibilidades enziméticas de la especie y del individuo, y la molécula
resultante, en general méas hidrosoluble, sea conjugada con un componente
enddgeno, por gemplo, e glutation, € éacido glucurénico o € i6n sulfato. Esto
presenta un problema adicional a la hora de determinar analiticamente los
xenobidticos que ingresan en el cuerpo humano, puesto que su forma quimica

cambiarespecto alaoriginal.

El sistema béasico de eiminacién de las sustancias toxicas (el propio
contaminante o sus metabolitos) es la excrecion urinaria. No obstante, esta via no es
la Unica, pues ademas hay que contar con la excrecion biliar, por la que algunos
metales como el plomo y ciertos compuestos organicos se eliminan parcialmente, vy,
sobre todo, la via pulmonar, que es la mas importante en la eliminacién de aguellos
gases que no se metabolizan y la de una fraccién considerable de muchos
compuestos volétiles, como los disolventes, que normamente entran por esta misma
via

Consecuentemente, el objetivo del control bioldgico va a ser la determinacion
del agente contaminante 0 de sus metabolitos en sangre, orina, tejido u otras
muestras biol6gicas como la saliva, las heces, € aire exhalado, 1a leche materna, etc.

La eleccion de la matriz a estudiar depende de una serie de variables que incluyen
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los aspectos farmacocinéticos de los plaguicidas, la disponibilidad de la matriz, la
facilidad de manipulacion de la muestra, y €l limite de deteccién del método
analitico (Barr et al., 1999).

Los plaguicidas OPs son ampliamente utilizados a haber sustituido a la
mayoria de los OCs en las tareas agricolas debido a su menor persistencia en €l
medio. Su control requiere, usuamente, una determinacién en orina, y menos
frecuentemente en sangre (sangre total, suero o plasma). Algunos autores valoran la
exposicion a plaguicidas OPs utilizando como indicador la determinacion de aquil
fosfatos en orina 0 sangre (Takamiya, 1994; Apreaet al., 1997), o por determinacion
de metabolitos especificos en muestras de orina (Hill et al., 1995; Aprea et al.,1997;
Byrne et al., 1998; Macintosh et al., 1999). Sin embargo, la presencia del plaguicida
original ha sido detectada en la bibliografia. Asi, Maroni et al. (1990) realizaron un
control de orina de trabajadores durante una campafia de formulacién para acefato y
su metabolito metamidofos, pero solamente el primero de ellos estuvo presente en
cantidades detectables. Del mismo modo, € plaguicida clordimeform pudo ser
detectado en la orina de un trabgjador que estuvo aplicando formulados que

contenian dicho compuesto quimico (Maddy et al., 1986).

También en casos de intoxicacién aguda resulta de interés extremo el andlisis
de residuos de plaguicidas en fluidos biolégicos para determinar inmediatamente €l
compuesto que causd la intoxicacion. La mayoria de los plaguicidas usados hoy en
dia son rgpidamente metabolizados y consecuentemente es de esperar que muchos
fenoles y otros compuestos polares aparezcan como conjugados en higado y orina
(Chambers et al., 1995). Sin embargo, algunos plaguicidas originales han sido
detectados en muestras de suero 0 sangre correspondientes a pacientes con
intoxicacion aguda como resultado accidental o de suicidio (Ameno et al., 1989; Liu
et al., 1989; Nameraet al. 1997; Futagami et al., 1997; Musshoff et al, 1999).

En e caso de los compuestos clorados (como plaguicidas OCs y PCBs), mas
lipofilicos, residuos del compuesto inicial o los metabolitos tienden a acumularse 'y

amacenarse normalmente en el tejido adiposo. Residuos de estos contaminantes
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también pueden encontrarse en la fraccion lipidica de fluidos humanos como la

leche materna, lasangre o €l suero.

Valores Limite Biolégicos (VL Bs)

Existen intervalos de referencia para poblaciones sin exposicién ocupacional,
basados en model os de distribucion adecuadamente especificados, obtenidos a partir
de resultados analiticos (valores de referencia) de una muestra definida y lo
suficientemente grande (muestra de referencia) de una poblacion (poblacion de
referencia). Excepto en lo que se refiere a la exposicion, los individuos de esta
poblacion son similares alos de la poblacién ocupaci onalmente expuesta en cuanto a
sexo, edad, alimentacion, habitos personaes, etc. De los valores de referencia, en
general, no interesa el limite inferior, pero si el superior por ser el mas proximo alas
situaciones de intoxicacién. Normamente cuando €l nivel del indicador supera este

valor se considera que hay una exposicién ocupacional.

Un valor de referencia se define como “un intervalo de concentraciones de
un elemento en muestras de una parte definida de un tejido humano blando o duro o
de un fluido corporal seleccionadas al azar de un nimero suficiente de individuos
sanos viviendo en un érea geografica definida, con una forma de vida y con unos
habitos de comida, bebida y tabaquicos definidos, con sexo y edad definidos, sin

estar profesional mente expuestos al agente contaminante estudiado” (Obiols, 1998).

El establecimiento de un sistema de VL Bs requiere enfoques sisteméticos en
el campo de la toxicologia, de la farmacologia, de la epidemiologia, a fin de
determinar los niveles biol6gicos de seguridad, y los estudios indicadores de que a
ciertos niveles biolégicos de un factor de riesgo profesiona, los riesgos
correspondientes no se diferencian de los medidos en las poblaciones no expuestas.
Dd conjunto de todas estas actuaciones surge e valor de un limite bioldgico
establecido independientemente del valor correspondiente a limite ambiental. El
Limite Biolégico se define como el nivel de vigilancia de una sustancia y sus

metabolitos presentes en compartimentos biolégicos facilmente explorables de
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suj etos expuestos a dicha sustancia con posibilidad de ser absorbida de algin modo
(inhalacion, ingestion o via cutanea) (Obiols, 1998). Los limites de este tipo se

basan, por tanto, en criterios de salud.

A continuacion se comentan los BEIs y los vaores BAT, establecidos
respectivamente por EEUU y Alemania, como dos formas diferentes de medida de
los VLBs. De un pais va a depender €l que se adopte uno de ellos, o los dos criterios
(como es €l caso de Reino Unido), como medida de | os distintos agentes quimicos.

L os indices hiol 6gicos de exposicién (BEIs)

Los BEI s son valores de referencia propuestos como guia para la evaluacion
del riesgo potencia para la salud en la préactica de la higiene industrial. Asimismo,
los TLVs (Threshold Limit a Industrial Hygienists) representan concentraciones de
contaminantes en € aire del lugar del trabajo a las que se considera que casi todos
los trabajadores pueden estar repetidamente expuestos un dia tras otro sin que se
presenten efectos adversos. De este modo, la ACGIH (American Conference of
Governamental Industrial Hygienists) define los BElIs como los niveles de
determinantes que es mas probable que se observen en especimenes recogidos de
individuos sanos expuestos a sustancias en la misma medida que un trabajador con
una exposicion por inhalacion al TLV (ACGIH, 1996). Por determinante se entiende
la misma sustancia quimica o sus metabolitos, o un cambio bioquimico reversible
caracteristico inducido por la sustancia. La medida puede redizarse en € aire
exhalado, en la orina, en la sangre o0 en otros especimenes biol 6gicos tomados del

trabajador expuesto.

Por lo que respecta a los TLVs, la ACGIH ha incluido en las Ultimas
ediciones de sus listas valores para un cierto nimero de plaguicidas OPs en €
ambito laboral. De esta lista puede destacar fosdrin, para el cual se expresa el valor
de TLV como concentracion en el medio ambiente (0.1 g/m®). Para el resto de los
OPs, e vaor del TLV se expresa como riesgo a la exposicién total por la via

cutanea (via dérmica), bien por suspensién de la sustancia en € aire o bien de
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manera més particular por contacto directo con esa sustancia. En orden de menor a
mayor toxicidad figura en primer lugar malation (10 mg/m°); a éste le sigue sulfatep
(0.2 mg/m®); en tercer lugar figuran systox, paration y diazinon (0.1 mg/m®); por
dltimo, se encuentra TEPP, cuyo TLV por via dérmica es de 0.05 mg/m®, y que
posee una mayor toxicidad (Gisbert y Villanueva, 1991). Otros gemplos de
plaguicidas con sus respectivos valores de TLVs son los siguientes: DDT (1 mg/m®),
toxafeno y diquat (0.5 mg/m?), paraquat (0.1 mg/m?).

A modo de gemplo en la Tabla 1.4 se muestran dos grupos de plaguicidas
con los correspondientes valores de BEIs adoptados por la ACGIH (1996).

Tabla 1.4. Determinantes biol 6gicos de exposicion a plaguicidas adoptados por la
ACGIH (1996).

Deter minante Tiempo de BEI Notacion
muestreo

Organofosforados inhibidores de
la colinester asa (1989)

Actividad colinesterésicaen Opciona 70%delalineade B, Ns, &
célulasrojas base de la persona
Par ation (56-38-2) (1989)
p-Nitrofenol total en orina Al final del 0.5 mg/g creatinina Ns
turno
Actividad colinesterésicaen Opcional 70%delalineade B, Ns, &g
célulasrojas base de la persona

B: Indica que € determinante generalmente esta presente en una cantidad significativa
en el especimen biol 6gico tomado de sujetos que no han estado expuestos laboral mente

Ns: Indica que el determinante no es especifico puesto que puede encontrarse después de
la exposicion a otras sustancias

Sg: Indica que e determinante biolégico es un indicador de exposicion a la sustancia
quimica, pero la interpretacion cuantitativa de su medida es ambigua (semicuantitativa)

Los BEIs se aplican para exposiciones de 8 horas durante 5 dias ala semanay
no indican una distincion definida entre las exposiciones de riesgo 0 no riesgo.

Debido a la variabilidad biolégica es posible que las medidas individuales para un
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determinado sujeto excedan los BEIs sin que haya un incremento de riesgo para su
salud.

Los BEIs son, en definitiva, valores guia para concentraciones de productos
quimicos en el are del lugar de trabajo y no estan basados en concentraciones

observadas en una poblacion.

Losvalores BAT (Bilogical Tolerance values for working materials)

Los valores BAT estan establecidos por la DFG (Deutsche
Forschungsgemeinschaft) que los define como la cantidad maxima permisible de un
compuesto quimico, sus metabolitos o cualquier desviacion de la norma de los
parametros biol6gicos inducida por esas sustancias en personas expuestas (Obials,
1998). Seguin los conocimientos actuales estas condiciones generalmente no ateran
la salud de los trabajadores, aun cuando la exposicion sea repetida y de larga

duracion.

Estos valores también se aplican a exposiciones de 8 horas y cinco dias ala
semana. Para su establecimiento, que solo es posible para aquellos agentes que
pueden penetrar en el organismo por los pulmones u otras superficies corporales, se
requiere una experiencia suficiente con e compuesto en materia de salud
ocupacional y toxicoldgica y los datos deben apoyarse en observaciones en €
hombre. Por tanto, y a diferencia de los BEIs, los BAT estan basados en un criterio

de salud y han sido establecidos como limites superiores aceptables
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1.3. Metodologia analitica para la deter minacion de residuos de

plaguicidas en muestras biolégicas de origen humano

Laelevada toxicidad de |os plaguicidas presentes en el medio ambiente obliga
a disponer de métodos analiticos fiables, rdpidos, econdmicos y suficientemente
sensibles que permitan € control de los compuestos toxicos en diversos tipos de
muestras, sobre todo en muestras biolégicas de origen humano. La Quimica
Andlitica frente a andlisis de residuos de plaguicidas tiene ante si un reto
importante, ya gque existe una fuerte demanda social exigiendo el control de todo
tipo de contaminantes en el medio ambiente. Por otro lado, solo es posible establecer
legislaciones restrictivas sobre niveles de contaminantes cuando existan métodos
adecuados para su andlisis.

Mientras que en analisis ambiental estén bien definidos los méodos de toma
de muestras, de andlisis, los pardmetros y sus limites maximos permitidos, en
control biolégico no existen métodos especificos de toma de muestras y de andlisis,
no suele haber métodos normalizados y aunque |as técnicas analiticas son similares a
las empleadas en la evaluacién ambiental, la naturaleza de las matrices y la
existencia de metabolitos hace que la preparacion y extraccion de las muestras sea

mas complicada.

Con e objeto de redlizar correctamente la evaluacién de la exposicion
humana a plaguicidas, es fundamental € conocimiento de accién y/o e metabolismo
de los analitos para poder determinar € pardmetro biolégico adecuado, aunque en
algunos casos la informacién disponible sea insuficiente o inexistente. También es
importante el conocimiento de las vias de absorcion por las cuales el toxico entra en
el organismo, que en e caso de la exposicion laboral a plaguicidas son
principalmente larespiratoria, ladérmicay, en ocasiones, laviaoral. Por otra parte,
hay que tener en cuenta la posibilidad de bioacumulacion y en el caso de
intoxicacién, s se trata de intoxicacion aguda, cronica, retardada (que se manifieste

semanas 0 meses después de interrumpida la exposicién que pudo se Unica) o
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reintoxicacion enddgena (por persistencia del toxico en € tubo grastrointestinal o en

los depositos grasos y posterior paso ala sangre).

Uno de los primeros factores a tener en cuenta para llevar a cabo e control
biologico es la eleccion de la matriz a analizar, la cual es dependiente de un nimero
de variables tales como la farmacocinética del contaminante, la disponibilidad de la
matriz, lafacilidad de manipulacion de lamatriz, y el limite de deteccion del método
analitico (Barr et al., 1999). Por gjemplo, medir la dosis interna del plaguicida en
sangre (0 suero o plasma) presenta la ventaja principal de poder determinar
directamente el compuesto original, en lugar de los metabolitos, y por tanto no se
requieren detalles sobre e metabolismo del analito. Ademas, se trata de un fluido
regulado y la concentracion de contaminantes absorbidos normamente permanece
constante. Sin embargo, el andlisis de sangre presenta los inconvenientes de la
obtencion de la muestra, lalimitacién de la cantidad de sangre disponible y 1os bajos

niveles de concentracion de los contaminantes presentes en la matriz.

Por otra parte, las ventajas de llevar a cabo el control biolégico en orina son
las siguientes: mayor facilidad de obtencién de muestra, mayor disponibilidad de
volumen para redlizar e andlisis, y posbilidad de utilizar instrumentos menos
sensibles, puesto que las concentraciones de los compuestos en orina son mayores
que en sangre debido a su répido metabolismo y excrecion. Sin embargo, hay que
tener en cuenta que la orina no es un fluido regulado como la sangre, y la
concentracion del contaminante 0 metabolito puede cambiar, incluso s la dosis

interna permanece constante (Barr et al., 1999).

Generamente, la determinacién de plaguicidas en muestras biolégicas
humanas no se puede redlizar de forma directa en la muestra, sino que son
necesarias una serie de etapas previas que constituyen el proceso analitico:

1. Tomade muestra: amacenamiento y conservacion

2. Preparacion de la muestra (etapa de extraccion y separacion, etapa de

purificacion y etapa de pre-concentracion)

3. Determinacion instrumental
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Por lo que respecta a la toma de muestras de fluidos biolégicos, hay que

tener en cuenta que en muchas ocasiones la representatividad de la muestra, es decir,
su capacidad de reflgjar la exposicion del trabagjador, depende del momento de la
toma. Para aquellos contaminantes que tienen una semivida muy larga (varias
semanas) y su cinética de eliminacion transcurre en una sola fase, la toma puede
realizarse en cualquier momento del dia. Para aguellos indicadores que, por €
contrario, tienen una semivida muy corta o se metaboliza en diferentes fases, latoma
debe Ilevarse a cabo en el momento més adecuado con relacion a turno de trabajo.
De una manera general, se puede decir que, segun sea su vida media, un indicador
nos informara de la exposicion reciente (en las Ultimas horas), de la exposicion alo
largo del dia, la semana, el mes o toda la vida, ala que ha estado sometido € sujeto
estudiado.

Generalmente, existen procedimientos estandarizados de toma de muestra de
fluidos biolégicos. En el caso concreto de la obtencidn de la sangre el método mas
utilizado es por puncién venosa en € pliegue del codo, 0 en otro punto si éste no es
accesible. Normalmente se suele extragr un volumen de diez mililitros, que se
recoge en un tubo adecuado. La adicién o no de anticoagulante a la muestra depende
del tipo de determinacion a efectuar. Cuando e contaminante se encuentra
prioritariamente en e plasma, su uso es obligatorio a fin de poder llevar a cabo su
posterior separacion por centrifugacion. Si el determinante se encuentra distribuido
tanto e plasma como en los glébulos rojos, se procede de la misma manera. En
ocasiones, interesa realizar la determinacion en suero, por lo que larecogida se lleva
a cabo sin anticoagulante; a continuacion, se deja reposar la muestra durante una
hora a temperatura ambiente, se procede a su centrifugacion y, finalmente, a la
separacion del suero por decantacion o por aspiracion mediante una pipeta.

En cuanto a transporte de este tipo de muestras, debe ser tal que evite
contaminaciones, evaporaciones, derrames, roturas, etc., que son las causas mas
frecuentes de que se malogren las muestras, bien durante su transporte a laboratorio,
bien durante su almacenamiento. Por tal motivo, unavez finalizada latoma, €l cierre

perfecto de los frascos, tubos o recipientes conteniendo las muestras bioldgicas, su
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colocacion en cajas adecuadas provistas de material de relleno para evitar choques
fortuitos y las consiguientes roturas, el mantenimiento de aquellas en nevera, lgos
de laluz solar en todo momento, y su colocacion en las condiciones adecuadas de
conservacion a partir del momento de la llegada a laboratorio, son cuestiones que
no pueden ser pasadas por alto si se desea abtener una buena fiabilidad en los
resultados. Las muestras de sangre destinadas a la determinacion de plaguicidas
deberdn mantenerse a -20°C, procediéndose a su congelacion inmediata tras la
extraccion cuando se deba operar con sangre total, y las determinaciones de
metabolitos en orina se pueden efectuar perfectamente en muestras previamente
conservadas entre -20 y -25°C (Obiols, 1998).

En la etapa de preparacion de la muestra se incluye generalmente un paso

de extraccion de los plaguicidas o metabolitos y otro aternativo de purificacion, que
debe ser lo suficientemente efectiva para separar a los analitos de los interferentes
gue estan formando parte de la matriz correspondiente a una muestra
extremadamente compleja. Muchos factores deben ser considerados para la eleccion
de la técnica de extraccién a desarrollar, principalmente los relacionados con € tipo
de matriz objeto de estudio. Tipicamente, la mayoria de los procedimientos
publicados en la bibliografia requieren la extraccion de los plaguicidas mediante
disolventes organicos o mediante extraccion en fase solida (SPE), en algunos casos
junto con la aplicacion de pasos adicionales de purificacion para eliminar
interferencias y conseguir reducir los limites de deteccion del método. Otras técnicas
mas novedosas, como la microextraccion en fase sdlida (SPME) se estén aplicando
cada vez mas en la determinacién de plaguicidas en fluidos biolégicos, debido a su
simplicidad y ala poca manipulacion de la muestra (Lee et al., 1996; Namera et al.,
1997; Rohrig et al., 1998; Musshoff et al., 1999; LOpez et al., 2001).

La elecciéon de la técnica anditica para la determinacion instrumental

depende de una variedad de factores incluyendo coste, disponibilidad, selectividad,
sensibilidad, propiedades de los analitos y capacidad de andlisis. En € caso de los
plaguicidas, esta determinacion se lleva a cabo mediante técnicas cromatograficas,

cromatografia de gases (GC) o cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC),
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acopladas a detectores que permitan la obtencion de una sensibilidad y selectividad
adecuadas. Aunque una gran variedad de detectores, especiamente el de captura de
electrones (ECD) o € de nitrégeno fosforo (NPD), han sido tradicionamente
utilizados, actualmente tiene mucha més importancia la espectrometria de masas
(MS) como sistema de deteccién en el andlisis multiresidual de plaguicidas mediante
GC o LC. Latécnica MS se presenta como una herramienta confirmatoria bésica en
todo laboratorio de andlisis de plaguicidas, especiamente en matrices complejas.
Ademas, el uso de MS permite mejorar la cuantificacion empleando la técnica de la
dilucion isotopica mediante patrones marcados analogos a los analitos a estudiar.

Aungue GC es la técnica mas ampliamente utilizada para la determinacién de
plaguicidas en fluidos biolégicos, la aplicacion de la LC también se ha extendido
considerablemente desde su introduccion en € campo del andlisis de residuos de
plaguicidas alrededor de 1980. Como cabe esperar, la LC se utiliza especiamente
para la determinacién de algunos plaguicidas y de muchos metabolitos en la orina,
gue no pueden analizarse directamente por GC debido a su baga volatilidad, alta
polaridad y/o inestabilidad térmica. A modo de gjemplo, se pueden citar |os trabajos
de Chang y Lin (1995) y Chang et al. (1996), que desarrollaron un procedimiento
para medir la exposicion a fenitrotion y clorpirifos mediante la determinacion de los
metabolitos  especificos  (3-metil-4-nitrofenol y  3,5,6-tricloro-2-piridinol,
respectivamente) en orina por HPLC, sin necesidad de adicionar ningin paso de
derivatizacion.

Debido a la necesidad de determinar concentraciones extremadamente bajas
de analitos en las muestras biol gicas reales, ha surgido €l interés por incrementar la
sensibilidad en e método de deteccion. Una solucion podria ser €l uso de MS en
modo de selected ion monitoring (SIM), € cual aumenta la sensibilidad pero reduce
la informacién cualitativa del espectro en full scan. El uso de ionizacion quimica
negativa en masas (NCI-MS) también ha sido recomendada por algunos autores
para la deteminacion de metabolitos de piretroides (Leng et al., 1997) y de OPs
(Bartels y Kastl, 1992) en orina, de carbamatos en fluidos y tejidos biolbgicos
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(Suzuki et al., 1990) y de OCs en suero humano (Chaler et al., 1998; Otero et al.,
1997).

Mas recientemente, técnicas como la espectrometria de masas de alta
resolucion (HRMS) y espectometria en tdndem masas (MS/MS) han sido
satisfactoriamente aplicadas para la determinacién de plaguicidas y/o metabolitos en
matrices biologicas (Hill et al., 1995; Guardino et al., 1996; Leng et al., 1997,
Rohrbaugh y Sarver, 1998; Martinez Vida et al., 1998; Beeson et al., 1999;
Arrebola et al., 1999a; Garrido Frenich et al., 2000; Martinez Vidal et al., 2000;
Hernandez et al., en prensa 1; Hernandez et al., enviado). Ambas técnicas son
consideradas altamente especificas y sensibles. En general, la sensibilidad de
MS/MS es menor que lade HRMS porque hay una considerable pérdida de iones en
e proceso de transformacion MS/MS. Sin embargo, mediante MS/MS se obtiene
mas informacion estructuralmente especifica, 1o cual conlleva a una disminucion del
ruido de fondo en el andlisis de las muestras compensando |la pérdida de iones (Barr
et al., 1999).

1.3.1. Aplicacién dela extraccion con disolventes organicos

La extraccion con disolventes organicos, 0 mas cominmente conocida como
extraccion liquido-liquido (LLE), es una de las técnicas de tratamiento de muestra
mas ampliamente utilizada para la determinacion de plaguicidas en matrices de
fluidos biol6gicos debido a su simplicidad puesto que no precisa de ningun tipo de

instrumentacién compleja.

Una de las variables a tener en cuenta en e proceso de extraccion es €
disolvente organico utilizado como extractante. En la seleccion de éste se han de
considerar aspectos como su polaridad, volatilidad y compatibilidad con las técnicas
analiticas. En €l andlisis de orina y sangre, es frecuente & uso de hexano como
disolvente para la extraccion de metabolitos de piretroides (Kihn et al., 1996) y de
plaguicidas OCs (Rosell et al, 1993; Edwards y Priestly, 1994; Luo et al., 1997

Otero et al., 1997; Matos Lino et al., 1998). También se usan, en muchas ocasiones,
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mezclas de hexano con acetato de etilo (Futagami et al, 1997), con acetona (Minelli
y Ribeiro, 1996; Matos Lino et al., 1998), con diclorometano (Gill et al., 1996), y
especialmente en igual proporcién con éter etilico o dietilico para la determinacion
de compuestos OCs (Kocan et al., 1994; Atumay Aune et al., 1999; Ngjam et al.,
1999; Garrido Frenich et al., 2000; Martinez Vidal et al., 2000). Otros disolventes
utilizados son diclorometano (Pitarch et al., 2001), metanol (Guardino et al., 1996) y
tolueno (To-Figueras et al., 1997).

A pesar de la smplicidad de esta técnica de extraccion, hay que considerar
también algunos de sus inconvenientes en el andisis de fluidos biol égicos, entre los
cuales hay que destacar que la separacion entre las dos fases es, a menudo,
problemética por la formacion de las emulsiones y por la limitacion de trabajar con
bajos volumenes de disolventes (Waliszewski y Szymczynski, 1991; Chang et al.,
1993; Martinez Vida et al., 1998; Pitarch et al, 2001). Por este motivo, muchas
veces se adiciona un paso de centrifugaciOn posterior ala extraccion para romper las
emulsiones obtenidas y generar una meor separacion entre las dos fases.
Waliszewski y Szymczynski (1991) desarrollaron un método mediante extraccion
con éter de petréleo/acetona (9+1), para la determinacién de plaguicidas OCs en 5
ml de sangre adicionando previamente &cido acético (1+1). El objetivo de afiadir
este &cido no era solamente para el proceso de desproteinizacion, sino también para
generar unas condiciones é&cidas favorables que impidieran la formacion de

emulsiones durante el paso de extraccion.

La Tabla 1.5 muestra agunos gemplos de aplicaciones de la técnica de
extraccion con disolventes para la determinacion de residuos de plaguicidas en
muestras de fluidos bioldgicos (orina, sangre total, suero y plasma). Como puede
observarse, existen algunos casos de procedimientos en los que se adiciona un paso
de hidrdlisis previa, bien sea hidrdlisis acida (Kihn et al., 1996) o béasica (To-
Figueras et al., 1997) para la obtencién de los compuestos libres y facilitar €
andlisis. Estos pasos son necesarios cuando 1o que se determina en la matriz son los

metabolitos correspondientes a plaguicida objeto de estudio, puesto que
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normamente el metabolismo hace que los derivados sean expulsados, por gjemplo

en laoring, total o parcia mente conjugados como glucurénidos.

En muchos casos, y debido a la presencia de proteinas en las muestras de
sangre (sangre total, suero o plasma), se adiciona a la extraccion un paso de pre-
tratamiento de desproteinizacion para liberar a los anaitos. Los agentes mas
utilizados son é&cidos, tales como el &c. sulfarico (Otero et al., 1997), €l &c. acético
(Waliszewski y Szymczynski, 1991; Gill et al., 1996) o el &c. formico (Luo et al.,
1997), o bien otros disolventes organicos como & metanol (Kocan et al., 1994;
Atumay Aune, 1999; Najam et al., 1999; Garrido Frenich et al., 2000; Martinez
Vidd et al., 2000).

Los andlisis de muestras de fluidos biolégicos, y en especia e andisis de
sangre, mediante extraccidn con disolventes no suelen ser tan sencillos, y requieren
la aplicacién de pasos de purificacion de distinta complejidad para eliminar las
interferencias y reducir los limites de deteccion de los procedimientos. Se han
aplicado diferentes técnicas de purificacion en la literatura, especialmente para la
determinacion de compuestos OCs, puesto gue son los analitos mas estudiados en
muestras de sangre. Se han utilizado ampliamente tratamientos de eliminacién de
interferencias con acido sulfurico (Waliszewski y Szymczynski, 1991; Otero et al.,
1997; To-Figueras et al., 1997). En agunos casos, se ha usado €l écido sulfurico en
combinacion con SPE usando adsorbentes tales como Florisil (Gill et al., 1996). Por
otra parte, también se ha utilizado SPE con fines de purificacion para la
determinacion de diferentes OCs en muestras de sangre y suero, usando Florisil
(Matos Linos et al., 1998), Cis (Guardino et al., 1996), o en dos pasos de
purificacién con Florisil y Silicagel (Ngjam et al., 1999).

Atuma y Aune (1999) propusieron un procedimiento laborioso para la
determinacion de insecticidas OCs y PCBs en suero, en e cual, después de una
extraccion con hexano-éter dietilico, aplicaron dos tratamientos con &cido sulfurico
y una purificacion mediante HPLC en una columna de Silicagel. De este modo, se

consiguieron obtener limites de deteccion muy satisfactorios (2-7 pg g* para PCBsy
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1-7 pg g para plaguicidas OCs), permitiendo la determinacion de bajos niveles de

compuestos OCs tanto en poblacidn expuesta como no-expuesta.

Posteriormente, Garrido y colaboradores (2000) desarrollaron un
procedimiento similar mediante extraccion con hexano-éter dietilico para la
determinacion de compuestos OCs también en muestras de suero. En este caso, se
aplicaron dos pasos de purificacién, uno mediante &cido sulfurico, y otro con HPLC
usando una columna LiChrospher Si 250 x 4 mm d.i. La selectividad del método se
mejord con la introduccién de la técnica de deteccion GC-MS/MS, obteniendo
limites de deteccion adecuados, incluso en agunos casos del orden de 3 pg mi™

(paraPCB 136) y permitiendo la eliminacion de picosinterferentes.

Para la determinacion de a- y S-endosulfan y sus metabolitos (-sulfato, -éter y
-lactona) en suero, Martinez Vidal y colaboradores (2000) aplicaron un
procedimiento muy semejante a presentado anteriormente: una extraccién con
hexano-éter dietilico y dos pasos de purificacién con &cido sulfarico y HPLC.
Mediante la determinacién por MS/MS, también obtuvieron unos limites de
deteccion satisfactorios (0.05 — 0.6 ng mi™).
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Tabla 1.5. Aplicaciones de la extraccion con disolventes orgénicos para la determinacion de plaguicidas en fluidos biol 6gicos.

Analitos Matriz Desprot. Hidrdlisis Disolvente Purificacién Determinacion  Observaciones LD Ref
previa cromatogr afica (ng mlY)
OCs Sueroy  Acacético Eter de petrdleo-  H,SO, GC-ECD Laadicién de ac. acético _ Waliszewski y
sangre Acetona (9+1) ademés de desproteinizar, Szymczynski,
total evitalaformacion de 1991
(5ml) emulsiones
OCs Sangre _ _ Hexano _ GC-ECD _ 0.1 Rosell et al.,
total GC-MSD 1993
Dieldrin Plasma _ Hexano _ GC-ECD Adicionan un paso de _ Edwardsy
(2ml) centrifugacion después de la Priestly, 1994
extraccion
OCs Suero MeOH _ Hexano-Eter Columna de GC-ECD Adicionan un paso de _ Kocanet al.,
(G ml) etilico (1:1) Florisil, Silicagel centrifugacion después dela 1994
y sulfato sodico extraccion
OCsy Sueroy Ac. _ Hexano-DCM 1°H,SO, GC-MSD Adicionan un paso de _ Gill et al.,1996
PCBs sangre acético (9:1) 29H,30, centrlfggam 6n después dela
aml) extraccion
3° SPE (Florisil)
DDTs Sangre _ _ MeOH SPE (Cis) GC-ECD Adicionan un paso de 0.01-0.06  Guardino et
(G ml) GC-MSMS centrifugacion después de la al., 1996
extraccion
Metabolitos ~ Orina _ HCI Hexano _ GC-MSD Previaderivatizacion del ac. 0.5-1 Kihnetal.,
piretroides (5ml) (1h, 90°C) fenoxibenzoico a ésteres 1996

metilados utilizando H,SO,
en MeOH
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Tabla 1.5 (cont.). Aplicaciones de la extraccion con disolventes organicos para la determinacién de plaguicidas en fluidos

biol 6gicos.
Analitos Matriz Desprot. Hidrc’)li_sis Disolvente Purificacion Deterr‘?ina(’:]?n Observaciones LD Ref
previa cromatogr afica (ng ml)
OCs Suero _ _ Silica(1% agua) Columna GC-ECD _ _ Minelli y
(1 ml) + Hexano - cromatogréfica Ribeiro, 1996
Acetona (9:1) de Alumina
OPs Suero _ _ Hexano-AcOEt HPTLC Adicionan un paso de 100-1100  Futagami et
(75:25) centrifugacion para separar al., 1997
mejor lafase organica
DDTy Suero Ac. _ Hexano _ GC-ECD Adicionan un paso de 0.5 Luoetal.,
DDE aml) formico centrifugacion después dela 1997
extraccion
HCHs Suero H,SO, _ Hexano H,SO, GC-ECD Comparan la digestion &cida 0.2-0.6 Oteroetal.,
2ml) GC-NICI-MS (I—];SO;Q con unadigestion (ECD) 1997
basica (KOH) 0.1-1.4
(MSD)
HCB Orina _ NaOH Tolueno H,S0O, GC-ECD Después de la extraccion 0.15 To-Figueras et
(4 ml) (3h, 70°C) adicionan diazoetano parala al., 1997
GC-MSD S
derivatizacion delos
metabolitos
OCs Suero _ _ Hexano SPE (florisil) GC-ECD _ _ Matos Lino et
@ ml) al., 1998

Hexano-Acetona
(90:10)
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Tabla 1.5 (cont.). Aplicaciones de la extraccion con disolventes organicos para la determinacién de plaguicidas en fluidos

biol 6gicos.
Analitos Matriz ~ Desprot. Hidrdlisis  Disolvente Purificacion Determinacién  Observaciones LD Ref
previa cromatogr afica (ng i)
OCsy Suero MeOH _ Hexano-Eter 1°H,S0, GC-ECD Adicionan un paso de 0.001-0.007 Atumay Aune,
PCBs (49) dietilico (1:1) 39H,30, centnfgga(:lon despuésdela 1999
extraccion
3°HPLC
(Silicagel)
OCsy Suero MeOH _ Hexano-Eter 1° Columna GC-ECD _ 0.1-05 Najamet al.,
PCBs (2 ml) etilico (1:1) Florisil 1999
2° Columna
Silicagel
OCsy Suero MeOH _ Hexano-Eter 1°H,S0, GC-ECD Adicionan un paso de 0.10-0.16  Garrido
PCBs (4 ml) dietilico (1:1) 2HPLC GC-MSIMS centrlfggamon despuésdela (ECD) Frenichet al.,
extraccion 2000
0.003-2
(MS/IMS)
Endosulfan Suero MeOH _ Hexano-Eter 1°H,S0, GC-ECD Paraevitar los efectos de la 0.12-0.15 Martinez Vidal
y (4 ml) dietilico (1:1) . matriz, preparan las curvas (ECD) et al., 2000
metabolitos ZHPLC CCMSMS de calibrado usando 0.05-0.6
@(tra_ctos de blanco de (MSIMS)
matriz
OPsy OCs Orina _ DCM GC-NPD AplicanunaLLME 0.7-6 (OPS) Pitarchetal.,
(Siml) GC-ECD En el caso del suero 5/?01 (Eresente
@ ﬁl(; adicionan un paso de emoria)

centrifugacion
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1.3.2. Aplicacién dela extraccion en fase solida

Otra aternativa para la extraccion de plaguicidas en fluidos bioldgicos es la
extraccion en fase sdlida (SPE), técnica actualmente mas utilizada que la extraccion
con disolventes, puesto que es bastante mas simple y répida, reduce € consumo de
disolvente organico utilizado, posee una mayor capacidad de andlisis y es mas facil
de automatizar. Ademas, comercialmente existe una gran diversidad de materiales
gue pueden utilizarse como adsorbentes, y eso supone que €l campo de aplicacién de
esta técnica sea muy amplio y que pueda ser todavia incrementado con el desarrollo

de nuevos materiaes.

La eleccién del adsorbente es de gran importancia pues debe retener
significativamente a los plaguicidas. La capacidad de adsorcién de un adsorbente
depende, en parte, de su tratamiento, de las condiciones de manufactura y de la
composicién. Uno de los adsorbentes més utilizados en el andlisis de plaguicidas en
fluidos biolégicos es un derivado de silice enlazada que incluye grupos funcionales
de hidrocarburos Cyg. La silice octadecil-enlazada C,s se ha utilizado para extraer
compuestos de diferentes familias quimicas desde plaguicidas OPs (Liu et al., 1989;
Pitarch et al., 2001), carbamatos (Suzuki et al., 1990), piretroides y sus metabolitos
en orina (Junting y Chuichang, 1991; Arrebola et al., 1999a), insecticidas OCs
(Petty et al., 1997; Johnston et al., 1997), hasta PCBs (Brock et al., 1996). El
mecanismo de extraccion con adsorbente Cyg esta basado en interacciones no polares
entre los enlaces C-H del adsorbente y la parte apolar del analito. También se han
aplicado otros adsorbentes para la determinacién de compuestos OCs como Florisil
en plasma (Singh et al., 1998), y un copolimero de estireno-divinilbenceno (Isolute
ENC+) en sangre total (Janak et al., 1999).

Tipicamente, para llevar a cabo la técnica SPE se hace pasar la muestra a
través de cartuchos rellenos con 100-500 mg de adsorbente. Posteriormente, se han
introducido en & mercado discos para llevar a cabo la SPE. Asi, Pauwels et al.
(1999) desarrollaron satisfactoriamente un método para la extraccion de compuestos
OCs en suero desproteinizado utilizando discos Cig. Segun los autores, el uso de

discos SPE permitié una importante reduccion del volumen de disolvente y la
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obtencion de un extracto final més limpio que el obtenido mediante el uso de los

tradicionales cartuchos, lo cual permiti6 la determinacién de ultratrazas.

La Tabla 1.6 muestra algunas aplicaciones de la técnica SPE para la
determinacion de plaguicidas en muestras de fluidos biologicos. Como puede
observarse, en general, los procedimientos descritos en la tabla son menos
complgjos, puesto que mayoritariamente incluyen menos pasos de purificacion en
comparacion alos que se estudiaron en la Tabla 1.5, correspondiente ala extraccion
con disolventes orgénicos.

Por lo general, e andlisis de muestras de orina no necesita pasos adicionaes
de purificacién cuando se aplica SPE como etapa de extraccién, aungque a veces si
gue es necesario la adicién de un paso de pre-tratamiento de hidrdlisis &cida para
liberar al metabolito conjugado en la orina (Asakawa et al., 1996a; Angerer y
Ritter, 1997). Sin embargo, Arrebola et al. (1999a) desarrollaron un método parala
determinacion de metabolitos de piretroides en orina mediante extraccién con
cartuchos Cig y seguido de un paso de purificacién LLE con hexano. EI método
propuesto, junto con la cuantificacion mediante GC-MS/MS, permitié obtener una
buena reproducibilidad y una elevada sensibilidad con limites de deteccidn en €

rango 2-19 pg mi™.

Con respecto al andlisis de muestras de sangre total, suero o plasma, muchos
autores adicionan un paso de purificacion tras la extraccién mediante SPE utilizando
diversas técnicas. Brock et al. (1996) propusieron un procedimiento para
compuestos OCs en suero humano, en el cual después de la extraccion con SPE
mediante cartuchos Cyg, fue aplicado un paso de purificacion también mediante SPE
(Florisil). Johnston et al. (1997) estudiaron la extraccién de plaguicidas OCs
mediante SPE en plasma animal, y también adicionaron un tratamiento de
purificacion mediante SPE con adsorbente Silica. En algunos casos, se utiliz6 el
tratamiento con acido sulfirico en la purificacion de trazas de plaguicidas OCs y

PCBs en muestras de suero humano (Pauwels et al., 1999).
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Posteriormente, Jandk y colaboradores (1999) estudiaron la extraccion,
mediante SPE, de PCBs en la matriz compleja de sangre total desproteinizada con
una mezcla de &cido formico y 2-propanol. Antes de la elucion de los analitos con
diclorometano, se adicionaron 4 ml de &cido sulfurico concentrado directamente a
los cartuchos SPE (Isolute ENC) para la descomposicion de los lipidos presentes en
lamatriz. El procedimiento incorpord una etapa final de purificacion a través de una
pipeta Pasteur rellena con éxido de aluminio (30 mm), sulfato sodico anhidro (5
mm), Silicagel impregnada con una solucion de écido sulfarico a 60% (10 mm) vy,
de nuevo, sulfato sodico anhidro (5 mm). La aplicacion del procedimiento global
disminuy6 el riesgo de contaminacion de la muestra, obteniendo un bajo ruido de

fondo y limites de deteccion en € rango de 2-10 pg mi™.
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Tabla 1.6. Aplicaciones de SPE para la determinacion de plaguicidas en muestras de fluidos biol 6gicos.

Analitos Matriz Desprot. Hidrélisis SPE (eluyente)  Purificacion Determinacion  Observaciones LD Ref
previa cromatogr afica (ng miY)
Dipterex Suero _ _ Cis _ GC-FTD Estudian suero de 25 Ameno et al.,
aml) (MeOH 50%) cadaveresy estudian 1989
precursor y no
metabolitos
OPs Orinay _ _ Cis (Cloroformo-  _ GC-FID _ _ Liuetal., 1989
plasma |sopropanol, 9:1)
@ ml)
Carbamatos  Orina, _ _ Cis (Cloroformo)  _ GC-MSD _ 500-1000  Suzuki et al.,
plasmay 1990
sangre
@ ml)
Piretroides Orinay _ _ Cis (Cloroformo)  _ GC-FID _ _ Junting y
plasma Chuichang,
@aml) 1991
Metabolitos ~ Orina _ H,SO, Cis (Cloroformo) GC-MSD Derivatizacion con 700 Asakawaet al.,
piretroides (G ml) anhidrido de 1996a

pentafluoropropionico y
pentafluoropropanol

OCsy Suero Ac. férmico _ Cis (2,24- SPE (Florisil) GC-ECD _ 0.2-0.6 Brock et al.,
PCBs (2ml) Trimetil pentano) 1996
Metabolitos ~ Orina _ H,SO, Cis (MeOH) _ GC-MSD Previa derivatizacion a 0.3-05 Angerer y
piretroides (10 mi) (1h, 90°C) ésteres con ac. sulfdrico, y Ritter, 1997
después extraidos con
hexano
OCs Plasma _ _ Cis SPE (Silica) GC-ECD Centrifugan el plasma 7-25 Johnston et al.,
animal antes de hacerlo pasar por 1997
(I ml) los cartuchos de SPE
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Tabla 1.6 (cont.). Aplicaciones de SPE para la determinacion de plaguicidas en muestras de fluidos biol égicos.

Analitos Matriz Desprot. Hidrélisis SPE (eluyente)  Purificacion Determinacion  Observaciones LD Ref
previa cromatogr afica (ng miY)

OCs Orina _ _ Cus (Hex-Eter _ GC-ECD Centrifugan la orina antes 1327 Petty et al.,

animal etilico, 1:1) de hacerla pasar por los 1997

(3ml) cartuchos de SPE
OCsy Plasma  Acetonitrilo _ Florisil _ GC-MSD 25-40 Singh et al.,
PCBs (1 ml) (Acetonitrilo) 1998
Endosulfan Orina _ _ Cus (Hex-Eter _ GC-MS/MS 0.006-0.018 Martinez Vidal
y (3ml) dietilico, 80:20) etal., 1998
metabolitos Arrebolaet al.,

1999b
Metabolitos ~ Orina H,SO, Cis (Acetona) LLE (hexano) GC-MS/MS Fue necesaria una 0.002-0.019 Arrebolaetal.,
piretroides @3 ml) (2h, 90°C) derivatizacion con 1999%a
hexafluoroisopropanol

PCBs Sangre  Ac. férmico/ _ Isolute ENC+ Adsorcion GC-ECD Descomposicion de los 0.002-0.01 Jandk et al.,

total 2-propanol, (DCM) pipetarellenade lipidos con ac. sulfurico 1999

59) 4:1 sulfato, en la columna SPE

Silicagel y
Alumina.
OCsy Suero Ac. férmico _ Discos Cyg H,SO, GC-ECD Lautilizacién delos 0.1-04 Pauwelset al.,
PCBs (1 ml) + (AcOEt-Hex- GC-MSD discos de SPE esta (OCs) 1999
acetonitrilo TEA, 80:20:0.2) indicada parael andisis 0.04-0.12
+ de ultratrazas (PCB.S)
trietilamina

OPsy OCs Orina _ _ Cis (MTBE) _ GC-NPD _ 0.5-10 Pitarch et al,

(5ml) GC-ECD (OPS) 2001 (Presente

Suero 07-3.6 Memoria)

(@mi (OCs)
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1.4. Microextraccion en fase solida

La microextraccion en fase solida (SPME) ha sido introducida en la Quimica
Analitica como una técnica novedosa de preparacion de muestra libre de disolventes
y bastante mas répida y simple que los métodos convencionales, puesto que los
pasos de extraccion y concentracién en la preparacion de la muestra quedan
simplificados en un solo paso. Actualmente, muchos autores la estén considerando
como una técnica de extraccioén muy adecuada para el andlisis de muestras de fluidos

biol6gicos por su baja manipulacién de muestra.
1.4.1. Introduccion. Principios basicos de SPME

Las primeras aplicaciones de la técnica de microextraccion en fase sdlida
fueron publicadas en 1989 por Belardi y Pawliszyn. A partir de aqui, la técnica se
desarroll6 rapidamente obteniéndose en 1990 el primer sistema de SPME (Arthur y
Pawliszyn, 1990). Posteriormente, Supelco comercializd en 1993 e sistema de
SPME basado en una microjeringa reutilizable junto con |as fibras recubiertas de un
polimero para la extraccién, las cuales fueron inicialmente de polidimetilsiloxano
(PDMS) y poliacrilato (PA).

El principio basico de estatécnicaes el uso de una pequefia cantidad de fase
extractante, normalmente menos de 1 pL (Pawliszyn, 1999). Aungue € volumen de
muestra utilizado suele ser pequefio (por debajo de 3 ml), cabe la posibilidad de
realizar la extraccion con volumenes mucho mas grandes cuando e sistema
investigado es muestreado directamente, como por gjemplo € aire de una habitacion
o €l agua de un lago. La fase extractante puede ser un polimero liquido de elevado
peso molecular y similar en naturaleza a la fase estacionaria en cromatografia, o
puede ser un polimero solido, tipicamente de elevada porosidad para aumentar €l

area superficial disponible paralaabsorcion.

La configuracion del sistema de SPME consiste en una pequefia fibra de silice
fundida, normalmente recubierta de una fase polimérica. La fibra estd instalada
sobre un soporte, obteniéndose un sistema con cierta semejanza a una jeringa

modificada (Figura 1.3). La fibra queda expuesta a la muestra durante un tiempo de
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absorcién optimizado, normalmente con agitacion para favorecer el fendmeno de
difusiony, de esta manera, € transporte de los anaitos desde la fase acuosa ala fase
absorbente. Una vez transcurrida la etapa de absorcion, los analitos son desorbidos
térmicamente desde la fibra a la columna capilar del GC directamente a través del

puerto de inyeccién, o a una columna de HPL C mediante elucion con disolventes.

| |

pieza para retener
el émbolo \

émbolo

gufa ajustable profundidad
/de la aguja

— aguja perforadora

septum

tubo ligado a la
fibra

fibra

vial

=— muestra

C_")—-—-— varilla agitadora

Figura 1.3. Disefio y componentes del sistema de operacion de SPME.

1.4.1.1. Modos de extraccion

La extraccion por SPME puede llevarse a cabo de tres maneras distintas:
inmersion directa, extraccion con espacio de cabeza y extraccién con membrana
protectora. La Figura 1.4 ilustra los tres modos mencionados de SPME. En la

inmersion directa (Figura 1.4(A)), la fibra recubierta es introducida directamente

dentro de la muestra y los analitos son transportados desde |la matriz de la muestra a
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la fase extractante. Para obtener una rapida extraccidn, se requiere la agitacion de la
muestra para facilitar la difusién de los analitos desde la muestra a los alrededores

delafibra

En el modo de espacio de cabeza (HS) (Figura 1.4(B)), los analitos necesitan

ser transportados a través de una barrera de aire antes de ser absorbidos por lafibra.
Esta variacion sirve principamente para evitar el dafio de las fibras por contacto
directo con interferentes de elevado peso molecular y otras sustancias no volétiles
presentes en la muestra, tales como materiales himicos o proteinas. Este modo de
extraccion también permite una modificacion en € pH, sin dafiar la fibra. La
eleccion del modo de extraccion es significativa en los aspectos cinéticos. En el
modo espacio de cabeza, los analitos son extraidos de la fase vapor equilibrada con
la muestra, por tanto mediante una extraccion indirecta desde la matriz. Por este
motivo, los analitos més volétiles son extraidos mas rdpidamente que los
semivolatiles. Latemperatura tiene un efecto significativo en la cinética del proceso,
puesto que determina la presion de vapor de los analitos. En general, los tiempos de
equilibrio para compuestos volétiles son més cortos en € modo de extraccion por
espacio de cabeza que por inmersién directa bajo condiciones de agitacion similares,
debido principal mente a tres razones: i) una importante fraccion de los analitos esta
presente en la fase vapor antes del comienzo del proceso de extraccion, ii) existe
normal mente una gran interfase entre la matriz de la muestray e espacio de cabeza,
iii) los coeficientes de difusion en la fase gas son normalmente més altos (4 érdenes

de magnitud) que en laliquida.

En € tercer modo, extraccion con membrana protectora (Figura 1.4(C)), la

extraccion es similar a la de inmersion directa, pero la fibra queda separada de la
muestra con una membrana selectiva, la cual permite el paso a su través de los
analitosy bloquea el paso de losinterferentes. El principal objetivo, esel de proteger
lafase absorbente en muestras muy sucias. Aunque el propésito sea el mismo que en
e modo espacio de cabeza, la membrana protectora permite la determinacion de

compuestos menos volétiles. El proceso de extraccidn es mas lento que en inmersion
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directa, porque los analitos necesitan difundirse a través de la membrana antes de

acanzar € recubrimiento.

W
#

(A) (B) ©

Figura 1.4. Modos de operar en SPME: (A) inmersion directa, (B) espacio de
cabeza, (C) con membrana de proteccion. 1. muestra. 2. recubrimiento delafibra.

Por consiguiente, la seleccion del modo de extraccion debe hacerse
considerando tres aspectos importantes: la matriz de la muestra, la volatilidad del
analito y su afinidad por la matriz (Tabla 1.7). Para muestras muy sucias, las cuales
contienen sustancias que pueden dafiar la fibra, los modos de espacio de cabezay de
membrana protectora serian 1os mas adecuados. Sin embargo, en matrices limpias la
inmersién directa deberia considerarse en primer lugar. Para analitos més volétiles,
el modo de espacio de cabeza es todavia preferible debido a sus més bajos tiempos
de equilibrio. En principio, la membrana protectora solo se recomienda en muestras

muy suciasy en el caso de no poderse utilizar ninguno de los otros dos modos.
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Tabla 1.7. Criterio de seleccion del modo de extraccion (Pawliszyn, 1997).

Modo SPME Propiedades analito Matrices

Inmersion directa de mediaabajavolatilidad muestras gaseosas, liquidas
(preferentemente simples)

Espacio de cabeza de altaamediavolatilidad liquidas (incluyendo
complejas), sdlidas

Membrana protectora bajavolatilidad muestra complejas

1.4.1.2. Aspectostermodinamicos

La microextraccion en fase solida es un proceso de equilibrio multifasico: (i)
entre el recubrimiento de lafibray lafase acuosa, (ii) entre lafase espacio de cabeza
y la fase acuosa, (iii) entre €l recubrimiento de la fibray el espacio de cabeza. La
cantidad de analito extraida por la fibra esta relacionada con todos los equilibrios, y
lamasatotal del analito debe mantenerse constante durante la extraccion:

CoVs = Cfoo Vf + C: Vh + Csoovs (1)

donde C, es la concentracion inicial del analito en lamatriz; G, C,” y Cs” son las
concentraciones en e equilibrio del analito en lafibra, en la fase espacio de cabeza,

y en la muestra, respectivamente; Vi, Vi Yy Vs son los volUimenes del recubrimiento

delafibra, del espacio de cabezay de la solucion acuosa, respectivamente.

Desarrollando la ecuacion (1) y considerando las expresiones de las
constantes de distribucion (ver Scheppers Wercinski, 1999) se puede obtener una

ecuacion general paradescribir las condiciones de equilibrio:

KfszCoVs
Kfsz + Khth + Vs

n=
(2
donde n expresa e nimero de moles de analito absorbido en la fibra, K¢ es la

constante de distribucion entre la fase estacionaria y la fase acuosa; Kys es la

constante de distribucion entre la fase espacio de cabezay la acuosa.
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En el caso en que no exista espacio de cabeza (por gemplo en la extraccién
por inmersion directa), el término K<V, puede ser eliminado, con lo cual la ecuacion

gueda simplificada a la siguiente expresion:

KfszCoVs
Kfsvf + Vs

©)

1.4.1.3. Recubrimiento dela fibra

Desde los comienzos de la aplicacién de la técnica de SPME, ha habido un
importante desarrollo en la aplicacién de nuevas fibras desarrolladas para
SPME/GC, con motivo de mejorar la eficacia de los analitos méas polares y de bajo
peso molecular. Més tarde, se empez6 a estudiar €l acoplamiento SPME/HPLC, lo
cua dio lugar a desarrollo de nuevas fibras especificas para absorber moléculas
grandes y para asegurar una duracién mas larga en presencia de fases moviles

organicas.

La clave de la técnica de SPME estAd en la capacidad de absorber
selectivamente los analitos de interés en un medio acuoso o en el espacio de cabeza.
La cantidad de analito extraido depende, como se ha visto anteriormente, de la
constante de distribucion Ky, la cual, a su vez, depende de la fase estacionaria
(grosor de la pelicula, polaridad o porosidad), que afecta a la selectividad y a los
limites de deteccion. Modificaciones en la muestra, como puede ser la adicién de sal

o0 €l gjuste del pH, también pueden afectar ala constante de distribucién.

EnlaTabla 1.8 se muestra una posible clasificacion de las fibras atendiendo a
su polaridad, incluyendo e color comercial caracteristico de cada una de €llas.
También se incluye e volumen de la fase polimérica, que puede ser calculado
teniendo en cuenta que &l diametro de lafibra central de silice fundida es de 110 um
para la mayoria de las fibras (a excepcion de las usadas para HPLC cuyo vaor es

160 um) y lalongitud de lafibrade 1 cm.
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Tabla 1.8. Clasificacion de las fibras SPME atendiendo a su polaridad, color
comercial caracteristico y volumen de la fase polimérica (Scheppers Wercinski,
1999).

Polaridad Fibras Coalor Vol. fase (ul)
No Polares PDMS, 100 um rojo 0.612
PDMS, 30 pm amarillo 0.132
PDMS, 7 um verde 0.026
Polares PA, 85 um blanco 0.521
CW-DVB, 65 um naranja 0.357
CW-TPR, 60 um (HPLC) marrén 0.330
Bipolares PDMS-DVB, 65 um azul 0.357
CX-PDMS, 75 um negro 0.436
PDMS-DVB, 60 um (HPLC) morado 0.415
PDMS: Polidimetilsiloxano PA: Poliacrilato CW: Carbowax
DVB: Divinilbenceno TPR: Template Resin CX: Carboxen

La seleccion de la fase estacionaria se basa principalmente en la polaridad y
volatilidad del analito aestudiar. Por lo general, la polaridad de lafase poliméricaha
de ser semegjante a la de los analitos, ya que |os compuestos tienen tendencia por las
fases de polaridades similares y, para obtener un buen rendimiento en la extraccién
el analito debe tener més tendencia a estar en la fase estacionaria que en la acuosa.
La fase PDMS es la més Util y deberia ser considerada en primer lugar. Es muy
robustay puede ser sometida a atas temperaturas en e inyector del GC (Pawliszyn,
1999). PDMS es una fase liquida no polar, asi que extrae muy bien a analitos no
polares. Sin embargo, puede también ser aplicada con éxito para la determinacion de
compuestos més polares, particularmente después de una optimizacion de las

condiciones de extraccion.
1.4.1.4. Optimizacién SPME

En la técnica de SPME se distinguen claramente dos procesos. la absorcion
(retencion de los andlitos en la fibra) y la desorcion. El desarrollo de un

procedimiento para la determinacion de analitos por medio de SPME usuamente
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requiere la optimizacion de una serie de variables relacionadas con las etapas

mencionadas.
» Absorcion

Algunas de las variables que afectan €l grado de absorcion son: e tipo de fibra
(ya se ha nombrado anteriormente), el tiempo de extraccion, la fuerza idnica
(contenido de sal), & pH, la temperatura, los efectos de matriz, el volumen de
muestra, la agitacion, la posicion de lafibra, asi como la dilatacién térmicade lafase
polimérica.

Lafuerzaionicay el pH se pueden utilizar para aumentar el rendimiento de la
extraccion, de forma parecida a los métodos basados en la extraccién con
disolventes organicos. La concentracién de sal adecuada o la disolucion tampén se
han de afiadir a la propia muestra. Asimismo, la temperatura ha de ser controlada
porque, en el caso de utilizar una extraccion con inmersion directa, temperaturas
mas elevadas hacen que los analitos tengan tendencia a estar en la fase gaseosa y

esto disminuiria el rendimiento de la extraccion.

El tiempo requerido para alcanzar e equilibrio puede ser desde algunos
minutos hasta varias horas, dependiendo de las caracteristicas del analito y del
método utilizado de agitacion. Aunque, generalmente, |a fibra solo extrae una parte
de analito en solucién, se suelen obtener limites de deteccién favorables comparados
con las técnicas de extraccion convencionales, ya que todo € analito extraido es
transferido a la columna cromatogréfica, y no sélo una pequefia parte como ocurre
en otras técnicas de extraccion en las que se inyectan unos pocos microlitros del
extracto final. También es importante considerar la dilatacion térmica de la fase
polimérica, ya que a variar € radio de la pelicula podria aterar la eficacia de la

extraccion.

La efectividad de la técnica utilizada para la agitacion determina el tiempo de
equilibrio de las muestras acuosas. Por |o general, €l andlisis de muestras gaseosas
suele ser rdpido y frecuentemente limitado por e movimiento de difusién de los

analitos en la fibra. Una situacion similar ocurre con la extraccion de los analitos
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vol&tiles por e modo de espacio de cabeza, en la cual, aun en € caso de no utilizar
agitacion, la extraccion suele ser rgpida. Sin embargo, en la mayoria de los casos, la
agitacion es necesaria porque facilita el transporte de los compuestos de las muestras

acuosas alafibra

Hay varios modos de aplicar la agitacion en SPME. La técnica mas
comunmente utilizada en los tres modos de SPME es la agitacién magnética, en la
cual es muy importante mantener constante la velocidad de rotacion de la varilla
agitadora. Otras técnicas aternativas deben tenerse en cuenta, sobre todo con fines
de automatizacion: la vibracion de la fibra (limitada a un volumen pequefio de
muestra), la agitacion en vortex, la agitaciéon por flujo y la agitacion por
ultrasonidos. Esta Ultima es e método de agitacién mas eficaz y la que obtiene
tiempos de extraccién mas cortos, pero sin embargo introduce una gran cantidad de

energiaa sistema, lo cual conlleva aun calentamiento no deseado de las muestras.
» Desorcion

Unavez se ha extraido el analito, lafibra es desorbida en el inyector de GC o
de HPLC para el andlisis.

En & caso de GC es importante optimizar algunas variables de desorcién
como son la temperatura del inyector, el tiempo de desorcién y la temperatura
inicial del horno. Pero no sdlo estas condiciones han de tenerse en cuenta, otros
aspectos son también cruciales en la desorcion del analito, como es € uso de un
inserto de inyeccién adecuado. Los inyectores cromatograficos estandar, tales como
€ tipico de split/splitless, requieren insertos de grandes volUimenes para acomodar la
expansion del disolvente evaporado que es introducido durante la inyeccion. El
objetivo de estos insertos es el de producir flujos lineales muy lentos en e inyector
para una lenta transferencia de los analitos volatilizados a la cabeza de la columna
andlitica (Figura 1.5). En estos casos, € split abierto permite eliminar los vapores
de disolventes restantes. Sin embargo, en SPME no se introduce ningun disolvente,
con lo cual e split no seria necesario. Para una Gptima sensibilidad, €l split necesita

estar cerrado durante la etapa de desorcion con lo cua los analitos deben ser
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eliminados rapidamente del inyector, para asi conseguir bandas estrechas. Por
consiguiente y para conseguir un flujo lineal elevado, es aconsejable reducir el

diametro del inserto del inyector.

A
Y

(a) (b)
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d=3mm d=0.8mm
V =0.71 ml V = 0.05 ml
u=0.24 cm/s u=3.3cm/s

Figura 1.5. Efecto del volumen del inserto del inyector de un sistema GC en la
desorcion delafibra.

Otro aspecto a tener en cuenta en la desorcion del inyector del GC, es la
situacion de la aguja: la profundidad de la fibra debe ser tal que la posicién esté en
e centro de la zona caliente del inyector (normalmente es la zona central del

inserto).

Por otro lado, la desorcién on-line mediante HPLC implica una apropiada
seleccién del disolvente. La forma més simple de acoplar SPME con HPLC es usar
e mismo disolvente de desorcion que € utilizado en la fase mévil. Este tipo de

desorcion es recomendado para los compuestos no volétiles y térmicamente | &biles.
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1.4.15. Seleccion del método de calibracion

Para muchas muestras, las recuperaciones de los analitos mediante la técnica
SPME son relativamente bajas puesto que no son extraidos cuantitativamente de la
muestra, sin embargo € grado de extraccion obtenido con la SPME resulta

satisfactorio con buena linealidad, precision y eficacia

La desventaja de trabajar con métodos de equilibrio es la necesidad de
considerar los efectos de matriz. Asi, en la cuantificaciéon por SPME, tanto en
inmersién directa como en espacio de cabeza, e efecto matriz juega un papel
importante puesto que la existencia de interferentes en la muestra puede alterar las

constantes de particion entre las fases.

Los procedimientos estdndar usados para la caibracién con otras técnicas
también pueden ser adoptados para trabgjar en SPME. Para matrices de muestras
“limpias’ (por gjemplo aire o agua limpia) puede aplicarse una calibracion externa
ya gue las constantes de distribucién son muy similares a las de la matriz pura,
aungue en muchos casos esta calibracién no resulta necesaria puesto que puede
consultarse en la literatura u obtenerse a partir de los pardmetros cromatograficos de
retencion. También una calibracion externa puede aplicarse en matrices complgjas,
pero en este caso conviene preparar los patrones de calibracion en la propia matriz,
paralo cua se necesita disponer de un “blanco” de matriz que no contenga ninguno
de los analitos de interés, aunque, en muchas ocasiones, no es dificil disponer de ese

“blanco”.

Diferentes procedimientos de calibracion, tales como el uso de patrones
internos o las adiciones estandar, resultan adecuados para las muestras mas

complgjas, en las cuales existen procesos de interaccion analito-matriz.
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1.4.2. Aplicacién al analisis de fluidos bioldgicos

Una de las primeras aplicaciones de la técnica SPME fue e andlisis de
muestras de agua. Actualmente, sigue publicandose bibliografia donde esta matriz es
el objeto de estudio (Beltran et al., 1998; Natangelo et al., 1999; Aguilar et al.,
1999; Su y Huang, 1999). Esto no sdlo es debido a la importancia medioambiental
gue tiene € agua, sino también a que la técnica SPME es muy apropiada para
matrices acuosas. Ademés, incluso cuando se estudian otras matrices muchos
autores incluyen una seccion preliminar de optimizacion de las variables en agua
(Boyd-Boland y Pawliszyn, 1995; Boyd-Boland et al., 1996; Guan et al., 1998;
Hernandez et al., 2000a).

Aungue la mayoria de las aplicaciones de SPME en aguas se redliza por
inmersién directa, por tratarse de una matriz limpia, existen en la bibliografia
algunos trabajos como por gjemplo la determinacion de plaguicidas OCs en aguas
subterréneas (Page y Lacroix, 1997) o la de herbicidas dinitroanilicos en agua

superficial (Guan et al., 1998), en los que se utiliza la técnica de espacio de cabeza.

Sin embargo, la técnica SPME no est4 solamente limitada a andlisis de agua.
Con la aplicacion de una fase estacionaria adecuada, los analitos pueden quedar pre-
concentrados en las fibras de SPME desde otros tipos de matrices méas complejas,
como suelos, vino, frutas, miel, etc. Para algunas muestras complgjas, muchos
autores reconocen la necesidad de un pre-tratamiento de muestra para simplificar la
matriz, o bien reducir el contenido de disolvente organico cuando sea requerida una

extraccion previa con disolventes (Beltran et al., 2000).

Asimismo, la técnica SPME también ha sido aplicada a muestras biol6gicas
(sangre y orina), no sélo en investigaciones analiticas, sino también en clinicas y
forenses. Para e andlisis cualitativo y cuantitativo de contaminantes y drogas en
fluidos biolégicos, € paso de la extraccion del analito desde la matriz enddgena es
muy importante. Hay muchos trabagjos publicados que utilizan técnicas
convencionales, como laLLE o la SPE, pero suelen ser métodos largos, complejosy

muy tediosos, requiriéndose la aplicacion de varios pasos adicionales para eliminar
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interferencias y reducir los limites de deteccidén del procedimiento (Brock et al.,
1996; Matos Lino et al., 1998; Atuma y Aune, 1999; Najam et al., 1999). Los
métodos por LLE suelen producir emulsiones (Waliszewski y Szymczynski, 1991,
Martinez Vida et al., 1998; Chang et al., 1993), y requieren disolventes organicos
para la extraccion del compuesto. Para la aplicacion de la SPE también se necesita
disolvente organico y ademés un paso de evaporacion. Otra desventgja de los
métodos tradicionales es que, a veces, las contaminaciones de la muestra pueden
proceder de los disolventes o incluso de los diferentes aparatos 0 materiales
utilizados en la extraccion (Namera et al., 1999). Cualquier contaminacion en este
tipo de andlisis debe ser reducida o eliminada debido fundamentalmente a los bajos
niveles en que son detectados los analitos en los fluidos bioldgicos. En este aspecto,
la aplicacion de SPME a muestras de fluidos biol 6gicos puede resultar ventajosa por
tratarse de una técnica simple, rapida y sensible, que minimiza €

tratamiento/manipul acién de la muestra.

Con los métodos convencionales, se necesitan volUimenes de muestra mayores
gue con SPME, sobre todo si la concentracion de la muestra es baja, 1o que supone
un aumento del “ruido de fondo”. Debido a la limitacion del volumen de muestra
disponible en los fluidos hiologicos, sobre todo en muestras de sangre, algunos

autores prefieren utilizar métodos por SPME (Nameraet al., 1999).

Sin embargo, la recuperacion absoluta con SPME es menor que con los
métodos convencionales por tratarse de una técnica de equilibrio, en la que
normalmente el analito no puede ser enteramente extraido de la matriz. Ademas,
existen interacciones entre los analitos y las proteinas, que pueden influir sobre los
valores de recuperacion. Por este motivo, para la determinacion de contaminantes o
drogas en fluidos biol6gicos (sangre, suero o plasma) normalmente se incluye un
paso de desproteinizacion adicionando, antes de la extraccién por SPME, agentes
desproteinizantes tales como &cidos fuertes: écido tricloroacético (TCA) (Krogh et
al., 1997), acido sulfarico (Nameraet al., 1997; Musshoff et al., 1999; Beltrdn et al.,
2001), acido clorhidrico (Lee et al., 1996; Rohrig et al., 1998; Herndndez et al., en

prensa 1), &cido perclérico (Kumazawa et al., 1996), o &cido fosforico (Takekawa et
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al., 1998). S el proceso de desproteinizacién mediante un &cido no es beneficioso
para las recuperaciones, la adicion de una base fuerte podria utilizarse para esta
finalidad. La acalinizacion fuerte provoca hemdlisis y evita la formacion de
precipitado en el caso de la sangre total (Kumazawa et al., 1996; Ulrich y Martens,
1997; DeBruin et al., 1998; Namera et al., 2000).

Parala extraccion por SPME de analitos en matrices biol dgicas, la mayoria de
trabajos descritos en la bibliografia utilizan el modo de espacio de cabeza (HS).
Ademés, después de la adicion de un &cido fuerte o una base fuerte, es conveniente
el uso de HS para evitar posibles dafios en la fibra. Sin embargo, existen algunos
trabajos en los cuales se aplica el modo de inmersion directa de la fibra previa
diluciéon de la muestra: Lopez et al. (2001) han estudiado la determinacion de
plaguicidas OPs y OCs en suero y orina por inmersion directa, mostrando la
necesidad de diluir el suero y la orina 50 y 10 veces con agua, respectivamente;
Chiarotti et al. (1997) diluyeron la orina 2 veces con bicarbonato sodico para la
determinacion de compuestos anorécticos por inmersion directa; Luan et al. (2000)
desarrollaron un método, también por inmersion directa, para determinar tetramina
en sangre diluida 1:1 con agua; y Koster et al. (1998) utilizaron tampdn borato para
diluir la orina de 2-5 veces y poder determinar lidocaina por inmersién directa de la
fibra. Asimismo, también existen aplicaciones de andlisis de fluidos biol 6gicos por
inmersién directa en los que se ha adicionado un paso extra de centrifugacion de la
muestra previa a la extraccion por SPME (Kumazawa et al., 1996; Krogh et al.,
1997).

La Tabla 1.9 muestra las aplicaciones de la técnica SPME para la
determinacion de plaguicidas en fluidos biol6gicos. Como se puede observar son
muy escasos |os antecedentes, limitandose a insecticidas OPs 'y OCs, junto con los
herbicidas dinitroanilicos que han sido, por € momento, |os Unicos grupos objeto de
estudio por esta técnica en este tipo de matrices. Por lo que respecta a la
optimizacién del efecto salino (salting out) de estos analitos en fluidos bioldgicos,
parece ser gue la adicion de sales mono- o divalentes (NaCl, Na,SO,, (NH4).S0,) a

muestras de sangre, suero o plasma no aumenta la eficacia de la extraccion. Lee et
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al. (1996) dieron una posible explicacion a este efecto alegando que la adicién de
sales a la muestra de sangre estabilizaba las membranas de los eritrocitos, 1o cual
podria causar una absorcion de los plaguicidas dentro de las vesiculas de las
membranas y de este modo disminuir su recuperacion en la extraccion. Sin embargo,
se han encontrado algunas discrepancias en ciertos casos, Sin apuntar ninguna
relacion directa entre la eficacia de la extraccion y la adicion de sales (Nameraet al.,
1997; Musshoff et al., 1999). El caso de Lépez et al. (2001) en cuanto a la
determinacion de plaguicidas OPs y OCs en suero seria diferente puesto que
adicionan NaCl a una muestra de suero diluida con un factor de 50, obteniendo un

comportamiento muy parecido al de una muestra acuosa.

Aungue el control de latemperatura de extraccion no es uno de los parametros
criticos en la determinacion de plaguicidas por SPME por inmersién directa, si lo es
cuando se aplica HS-'SPME. En la Tabla 1.9 puede observarse que para la
extraccion de los plaguicidas por HS es recomendable aumentar la temperatura a

70 -100°C para obtener unamejor recuperacion del analito.

Por otra parte, los andlisis de alcohol o de drogas en € cuerpo humano son
frecuentemente investigados en los laboratorios utilizando también la técnica SPME

LaTabla 1.10 muestra algunos € empl os de estas aplicaciones.
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Tabla 1.9. Aplicaciones de SPME para la determinacion de plaguicidas en muestras de fluidos biol 6gicos humanos.

Grupo de Matriz  Tipode MododeSPME  Determinacién Procedimiento LD (ngmlt) Ref

plaguicidas fibra cromatogr afica

OPs sangre, PDMS HS GC-NPD 0.5 ml muestra y adicién de 0.5 ml de agua, 0.4 g NaCl, 1-50 Leeetal., 1996

orina 0.4 g (NH,);SO, (salessdlo paraorina) y pH ajustadoa  (sangre)
3 con HCI se extrgjeron con agitacion durante 20 mina g 4.6 (orina)
100°C; desorcion a 180°C durante 5 min

OPs (malation)  sangre PDMS HS GC-MSD 0.2 g de sangre con adicién de 2 ml H,SO, 0.INy 0.2 g 1000 Nameraet al.,
(NH,);S0, se extrajeron durante 5 min a 90°C; desorcién 1997
a250°C durante 3 min

OCs sangre PA HS GC-ECD 0.5 ml muestra con adicién de 1 ml de agua desionizada  0.08-1.6 Rohrig et a.,

y 0.5 ml HCl 2M se extrgjeron durante 40 min a 100°C 1998
con agitacion; desorcion a 280 °C durante 10 min

Herbicidas sangre, PDMS HS GC-ECD 1 ml de orina (0.5 ml de sangre + 0.5 ml de agua) con 0.1 (orina) Guanetal., 1998

dinitroanilicos  orina adicién de 0.28 g de N&SO, anh. (sdlo para orina) se

) T - 1 (sangre)
extrajeron con agitacion durante 30 min a 70°C;
desorcion a 270°C durante 5 min

OPs sangre PDMS HS GC-MSD 0.5 g de sangre con adicion de 0.5 g (NH4),SO, y 2 ml 20 (metil)  Musshoff et al.,

(paration-metil H,SO, 0.1M se extrajeron durante 15 min a 90°C (15 min 50 (etil) 1999

y paration-etil) de precalentamiento); desorcién a 250°C durante 5 min

OPsy OCs suero PDMS  Inmersion directa GC-FPD 3 ml muestra (suero diluido 50 veces) con 15% NaCl se  1-15(OPs) Loépezetal.,

GC-ECD extrajeron con agitacion durante 30 min (OPs) 0 45 min 1 og (0Cs) 2001 (Presente
(OCsy); desorcion a 270°C durante 4 min (OPs) o a 250°C Memoria)
durante 5 min (OCs)

OPs orina PDMS  Inmersién directa GC-FPD 3 ml muestra (orina diluida 10 veces) con 15% NaCl se 0.1-20 Lépezetal.,
extrajeron con agitacion durante 30 min; desorcién a 2001 (Presente
270°C durante 4 min Memoria)

OCsy OPs Suero PDMS HS GC-MSD 1 ml suero con adicion de 50 pl H,SO, M y 2 ml de 0.1-6 Beltranet al.,
agua se extrgjeron durante 30 min a 90°C (30 min de 2001 (Presente
precal entamiento); desorcién a 250°C durante 5 min Memoria)

OCsy OPs sangre PA HS GC-ECD 0.5 ml sangre con adicion de 50 ul HCl 45M y 0.5 ml 0.02-3 Hernandez et al.,

GC-FPD agua se extrajeron con agitacion durante 30 min a90°C  (MSMS)  enprensal
(30 min de precalentamiento); desorcién a 240°C durante (Presente
GC-MSMS 4 in Memoria)
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Tabla 1.10. Aplicaciones de SPME para la determinacién de distintos analitos (principalmente drogas) en fluidos bioldgicos.

Analitos Matriz ~ Tipode Modo de Determinacién  Procedimiento LD (ngml™Y) Ref

fibra SPME cromatogr afica
Anestésicos sangre PDMS Inmersion GC-FID 1 ml de sangre con adicién de 1 ml de &cido perclérico 1M 55-111 Kumazawa et
locales directa se centrifugd y se recogi6 €l sobrenadante. El sobrenadante al., 1996

con adicion de 500 pg NaCl y gjuste del pH a7 con NaOH
10M se extrajeron a temperatura ambiente durante 40 min;
desorcion a250°C durante 1 min

Compuestos orina PDMS Inmersién GC-MSD 400 pl de orina (diluida dos veces con bicarbonato sodico) 30-40 Chiarotti et al.,
anorécticos directa se extrgjeron durante 20 min; desorcion a 250°C durante 1 1997
min
Diazepam plasma PA Inmersion GC-NPD 450 pl de plasma con adicion de 50 pl de metanol y 100 pl 0.1 Kroghetal.,
directa (uso 1- de TCA 1M se centrifugd y a sobrenadante se le afiadio  nmol ml™ 1997
OCté_ln_Ol como 100 pl de tampén acetato 5M (pH 7). 150 pl del
modificador de sobrenadante se extrgjo con agitacion con la fibra
lafibra) modificada. Desorcién a300°C durante 1 min
Esteroides suero PA Inmersion GC-MSD 15 ml de suero se extrajeron a temperatura ambiente _ Okeyoetal.,
directa (parala durante 30 min; derivatizacion con 5 pl de BSTFA a 60°C 1997
extraccion) durante 1 h; desorcién a 280°C durante 5 min
HS (parala
derivatizacion)
Drogas plasma PDMS Inmersién GC-NPD 2 ml de plasma con adicién de 0.5 ml NaOH 1M se extrajo 90 - 200 Ulrichy
antidepresivas directa durante 10 min; desorcion a 260°C durante 1 min Martens, 1997
Etanol sangre, CX- HS GC-FID 0.5 ml de muestra con adicién de 0.4 ml (parasangre) 0 0.5 500 (sangre) Leeetal.,
orina PDMS ml (para orina) de agua, 0.6 g (NH,),SO, y 0.1 ml 1998

solucién de ditionito sédico 5 mg mi™ (slo parasangre) se 200 (0rina)
extrajeron con agitacion a 60°C durante 15 min (5 min de
precal entamiento); desorcién a 280°C durante 4 min
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Tabla 1.10 (cont.). Aplicaciones de SPME para la determinacion de distintos analitos (principal mente drogas) en fluidos

biol6gicos.
Analitos Matriz ~ Tipode Modo de Determinacién  Procedimiento LD (ngml™Y) Ref
fibra SPME cromatogr afica
Cianuro sangre CW-DVB HS GC-NPD 0.5 ml de sangre con adicién de 0.2 ml de solucién 5 ppm 20 Takekawa et
acetonitrilo agua (de patrén interno), 0.3 g N&SO, anh. y al., 1998
0.2 ml H3PO, 50% se extrajeron con agitacion a 50°C
durante 45 min; desorcion a 150°C durante 30 s
Lidocaina orina PDMS Inmersion GC-FID Se diluye la orina 2-5 veces con tampon borato (pH 9.5) y 25 (GC) Koster et al.,
directa con adicién de NaCl 0.3 g ml™ se extrag; desorcién (GC) a 1998
LC-UV 250°C durante 10 min; desorcion estética (LC) durante 10 125(LC)
min y luego paso de fase mévil a 1 ml min™ durante 0.25
min
PAHs orina PA Inmersion GC-MS 5 ml orina (hidrolizada enziméticamente) se extrajeron con _ Gmeiner et al.,
directa agitacion a 35°C durante 45 min; derivatizacién con 10 pl 1998
(extraccion) BSTFA a 60°C durante 45 min; desorcion a 270°C durante
. 3mi
HS (derivat.) mn
Aminas orina, PDMS- HS GC-FID 5 ml de muestra con adicién de 1 ml KOH 2M, y NaCl 4M 0.4 (orind) DeBruinetal.,
arométicas sangre DVB se extrgjeron con agitacion a 45°C durante 15 min; 1998
monociclicas GC-MS desorcion a 220°C durante 1 min 7.7 (sangre)
Tetramina sangre PDMS Inmersién GC-NPD 3 ml de sangre diluida (con agua 1:1) se extrajeron a 1 Luanetal.,
directa temperatura ambiente durante 10 min; desorcién a 240°C 2000
durante 3 min
Anfetaminas sangre PDMS HS GC-MS 0.5 g de sangre con adicién de 0.5 NaOH 1M se extragjeron 5-10 Nameraet al.,
a 70°C durante 15 min. Después se llevé a cabo una 2000
derivatizacion en e inyector; desorcién a 250°C durante 3
min
Tetracloroetileno  orina, _ HS GC-ECD 270 pl de muestra se extragjeron a 60°C durante 1 min (5 3-5 Dehonetal.,
y tricloroetileno  sangre GO-MS min de precalentamiento); desorcién a250°C durante 15 s 2000
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1.5. Purificacion de muestras grasas mediante cromatografia
liquida de alta resolucion previa a la determinacion de

compuestos or ganoclorados mediante GC

La determinacién de residuos de plaguicidas y otros contaminantes organicos
( p-e. PCBs, dibenzodioxinas cloradas y dibenzofuranos) en muestras grasas requiere
el uso de etapas adicionales en la preparacion de la muestra, cominmente conocidas
como cleanup o purificacion. Muchos de estos contaminantes persistentes, como
pueden ser los plaguicidas OCs o0 los PCBs, se caracterizan por su dta
liposolubilidad y tienden a biocacumularse a lo largo de la cadena tréfica implicando
atodos los niveles que laforman. Asi, es bien conocida la capacidad que poseen los
mamiferos marinos, dltimo nivel del ecosistema, de acumular grandes cantidades de
estos contaminantes teniendo en cuenta, ademas, que tienen poca capacidad
metabdlica para degradarlos (De Boer y Wester, 1991; Waniay Mackay, 1993; Lee
et al., 1997; Serrano et al., 1999; Hernandez et al., 2000b).

Asimismo, los seres humanos también estamos expuestos a estos
contaminantes a través de la dieta, 0 mediante otras vias de exposicion, pudiéndose
encontrar elevados niveles de concentracion en la grasa corporal, incluyendo tejidos
adiposos, los lipidos de lasangre y laleche humana. Incluso en la poblacion de las
regiones polares, por giemplo los Inuit en Groenlandia, se han detectado elevadas

concentraciones de compuestos OCs (Bjerregaard et al., 2001).

Debido a esta elevada capacidad de acumulacion que poseen los compuestos
OCs en muestras con ato contenido lipidico, resulta necesario disponer de métodos
analiticos fiables para la determinacion de este tipo de compuestos en estas matrices
complegjas. Para €llo, se requiere la utilizacién de técnicas de purificacion que
permitan la eliminacién de los compuestos interferentes (grasas co-extraidas) del

extracto graso parala subsecuente determinacion analitica
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1.5.1. Antecedentes

Como es bien conocido, un procedimiento global para la determinacién de

plaguicidas en muestras biol égicas incluye diferentes etapas:
1. Tomade muestras. Almacenamiento y conservacion
2. Separaciony concentracion (extraccion)
3. Eliminacion de interferencias (purificacion)
4. Determinacion analitica mediante técnicas cromatogréficas

Normalmente, la técnica utilizada para la determinacion de compuestos OCs
en muestras grasas es la GC, la cua requiere la liminacién de los lipidos presentes
en el extracto antes de su inyeccion en el sistema cromatogréafico. Incluso pequeias
cantidades de lipidos pueden causar dafios en la columna y contaminacion en €l
detector. Por este motivo, en este apartado se va a estudiar con profundidad la etapa
de la purificacion, puesto que es crucia en este tipo de muestras de ato contenido
lipidico.

La purificacion de muestras grasas es una etapa critica del andlisis de
compuestos organaclorados (como plaguicidas OCs y PCBs) y suele ser causa de
pérdidas de analitos y/o contaminacion. Ademas, la purificacion insuficiente de los
extractos es la causa de un deterioro rdpido de los sistemas cromatograficos,
produciendo resultados poco fiables. Los lipidos (grasas, aceites 'y ceras) de origen
animal y vegetal estan formados principalmente por mezclas complejas de a coholes
de cadena larga, &cidos y ésteres. Las caracteristicas comunes de estos
constituyentes incluyen grupos polares, alto peso molecular y baja volatilidad. La
separacion de lipidos y de plaguicidas y otros compuestos similares se basa en sus

diferentes propiedades fisico-quimicas.

Las técnicas para la purificacion de muestras de alimentos grasos para la
posterior determinacion de plaguicidas por medio de GC fueron revisadas por
Walters en 1990. El méodo oficia de la AOAC parad andlisis de plaguicidas OCs

y OPs en aimentos grasos (incluyendo peces) utiliza la cromatografia convencional
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con Florisil después de una primera etapa de purificacion por medio de particion
liquido-liquido (acetonitrilo/éter de petroleo) (AOAC, 2000 sec 970.52.). Estos
procedimientos estan presentes en casi todos los métodos oficiales actualmente
utilizados, haciendo el andlisis largo y tedioso, obteniéndose, ademés, bajas
recuperaciones para algunos plaguicidas (Gillespie et al., 1995; Nakagawa et al.,
1995; Dejonckheere et al., 1996; Dogheim et al., 1996).

También se han ensayado otras técnicas convencionales de purificacion para
la determinacion de plaguicidas OCs y PCBs en muestras grasas tales como €l
tratamiento con acido sulfarico (Murphy, 1971; Hernandez et al., 1987), particién
liquido-ligquido con diferentes disolventes organicos como acetonitrilo:hexano, éter
de petréleo:dimetil formamida (DFG, 1987; Carson, 1981; Ernst y Doe, 1986;
Miyahara et al., 1994; Herndndez et al., 1996), cromatografia de penetracién en gel
(GPC) (Hopper y Griffitt, 1987; Grob y Kalin, 1991; Poustka et al., 1994; Marquis
et al, 1994) y la cromatografia de adsorcion en columna utilizando diferentes
adsorbentes tales como Silicagel (Marquis et al, 1994; Alder y Vieth, 1996;
Hernandez et al., 1996) o Florisil (DFG, 1987). En los Ultimos afios, se han utilizado
técnicas menos tediosas y con mayor posibilidad de automatizacion, tales como la
extraccion en fase sdlida (SPE), aplicada, por €emplo, en la purificacion de
extractos de aceites vegetales y mantequillas (Gillespie et al., 1995) previa a la
determinacion de OCs por GC, o la cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC).

En este apartado, se va a estudiar més extensamente la purificacién mediante
HPLC aplicada a la determinacion de compuestos OCs en muestras grasas. La
técnica utiliza columnas que contienen fases microparticuladas, esféricas, de
diametro y tamafio de poro uniforme y una superficie que ofrece ventgas de
reproducibilidad y resolucion mucho mayores que las empacadas tradicionales
usadas en sistemas de flujo por gravedad. Ademas, se produce un menor consumo

de disolventes, las separaciones son rdpidas, y tiene una capacidad de carga superior.

Gillespie y Walters (1986) publicaron un primer trabajo en el que estudiaron

la posibilidad de aplicar columnas comercidles de HPLC dlicagel en €
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fraccionamiento de plaguicidas OCs y PCBs en mantequilla Las muestras se
inyectaron en hexano y se utiliz6 como fase movil hexano-diclorometano. La
elucién de la grasa se visualizd mediante un detector UV a 254 nm. Las fracciones
en las que eluyeron los analitos libres de grasa se analizaron por medio de GC-ECD.
Las columnas ensayadas (25 cm x 4.6 y 9.4 mm) permitieron la separacion de los
analitos inyectando 100 mg de grasa. En este mismo estudio se ensay6 €l uso de una
columna de HPL C con esferas de silice porosa, la cual actuaba simultaneamente por
exclusion molecular y adsorcion. El solapamiento de las grasas con los analitos hizo

gue el uso de esta columna se desestimara.

Posteriormente, estos mismos autores (Gillespie y Walters, 1989) aplicaron la
HPLC en fase reversa para el fraccionamiento de plaguicidas OCs en grasas y
aceites. Se utilizdé una columna de Silice enlazada para la separacién de plaguicidas
y grasas de origen animal y vegetal usando como fase mdvil acetonitrilo. Los
plaguicidas estudiados, que cubrian un amplio rango de polaridades, eluyeron en los
primeros 40 minutos. Debido a la co-dlucion de los lipidos y de los analitos en
algunas fracciones, éstas se purificaron de nuevo mediante Florisil. Los plaguicidas
se determinaron por GC (ECD y FPD). Si hien este procedimiento consiguié una
purificacion eficaz de los extractos, la utilizacion de disolventes incompatibles con
los detectores de GC hicieron necesario €l cambio de disolvente previamente a su
inyeccidn. Otras desventgjas son la imposibilidad de procesamiento simultdneo de
varias muestras, e coste del equipo, y la regeneracion de la columna tras cada
inyeccion.

Otros autores han utilizado la HPLC en fase reversa (Cyano y Nucleosil ODS)
para la purificacion de muestras grasas, como peces (Hyvonen et al., 1992), y
matrices biol6gicas (Mostert y Ramsteiner, 1989) previa ala determinacién de PCBs
y plaguicidas OCs, respectivamente.

Hogendoorn et al. (1989) publicaron un método para la purificacion
automatizada de muestras de leche humana previa a la determinacién de compuestos
OCs por medio de un sistema basado en LC en fase normal con Slicagel. Mediante

la técnica de columnas acopladas se consiguié una separacion total de grasas y
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analitos que eluian entre los 4 minutos (HCB) y més de 2 horas (dieldrin). Las
experiencias se realizaron inyectando 1 ml de extracto con 45 mg de grasa. Esta era
retenida en una primera columna (pre-columna) y los analitos pasaban a una
segunda columna con fines analiticos. El procedimiento se puede visuaizar en
continuo mediante un detector UV, facilitando la optimizacién del procedimiento.
Las desventgjas de este procedimiento residen en e coste ded equipo y la
imposibilidad de procesar varias muestras simultaneamente. Sin embargo, la
reproducibilidad y eficacia de la purificaciéon y la posibilidad de la automatizacion
mediante autoinyectores le dan claras ventgjas frente a la cromatografia controlada
por gravedad. Ademés, obtuvieron valores de |limites de deteccion de 0.5 ng mi™

paraPCBs, 1 ng ml™ paraHCHSs, y 5 ng ml™ paraDDTS).

Asimismo, van der Hoff et al. (1997) desarrollaron un procedimiento
multiresidual de purificacion LC en fase normal on-line con GC-ECD, para la
determinacion de compuestos OCs, también en leche humana. Para la determinacion
de los plaguicidas OCs, 35 pl del extracto hexanico se inyectaron en una columna
Hypersil, mientras que para los PCBs, e volumen de inyeccion y la columna
utilizada fueron 100 pl y Spherisorb, respectivamente. EI método en continuo LC-
GC/ECD se aplico para determinar plaguicidas OCs a niveles por debajo de pg kg™
con sblo unos pocos mg de muestra. Los limites de deteccion obtenidos estuvieron
en e rango de ng kg™ y la precision fue excelente para todos |os analitos a excepcion

dedieldrin, el cua tuvo e tiempo de retencion més alto en lacolumna L C.

Recientemente, en nuestro laboratorio, se ha desarrollado un procedimiento
para la determinacién de compuestos OCs en tegjidos de ballena, también
automatizado, mediante HPLC utilizando columnas de fase normal de Slicagd e
inyectando €l extracto en hexano (Serrano et al., 1999). El sistema permiti6 una facil
optimizacién de los procedimientos de purificacién por HPLC para diferentes
muestras de tejidos, asi como la visualizacion en continuo de la elucion de los
lipidos usando un detector DAD (A = 280 nm). La razdn de desarrollar este trabajo,
fue e interés en investigar la causa de la muerte de una ballena (Balaenoptera

physalus, hembra) encontrada en la costa Vaenciana en Marzo de 1998. El
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procedimiento global permiti6 el andisis de aproximadamente 30 muestras por dia

de grasa corpora y 15-20 muestras de rifién o higado.

Los materidles basados en carbdn tienen un importante potencial en la
purificacion de compuestos OCs. Las ventajas del carbon grafitizado poroso (PGC)
sobre €l carbdn activo son las siguientes: i) € primero normalmente aplica una
elucién isocrética en vez de un gradiente, ii) obtiene picos més estrechos debido ala
naturaleza homogénea del PGC. Sin embargo, € uso de PGC lleva consigo la
desventaja de adicionar tratamiento preliminares en los extractos debido a su bgja
capacidad para los organicos co-extraidos, causando sobrecarga en las columnas
(Djien, 1999).

Tuinstra et al. (1990) usaron una columna Hypercarb para la determinacion
de PCBs en grasa de cabalo. Las muestras fueron extraidas y posteriormente
purificadas con GPC y Alumina antes de la separacién por HPLC. También Hong et
al. (1992) utilizaron una columna Hypercarb, y un solo eluyente (hexano), en la
segunda etapa de purificacion por HPLC, previa ala determinacion por GC-ECD de
PCBs en leche humana. De Boer et al. (1992) aplicaron una separacion mediante
Hypercarb PGC como paso final de purificacion, previa a la determinacién por
GCINCI-MS de PCBs en muestras de tejidos de peces y delfines. Previamente ala
purificacion por HPLC, los extractos de las muestras fueron purificados con

columnas de Aluminay Silica.

Otro sorbente con un potencial similar a PGC es & 2-( 1-pyrenyl)-
ethyldimethylsilylated silica (PYE). PYE es un material considerado como
intermedio entre Silicay PGC en cuanto a su selectividad. Las ventgjas de PY E con
respecto a PGC son: mayor eficacia, colas menores en los picos y una mejor
reproducibilidad (Djien, 1999). El uso de PYE para la separacion de PCBs en
muestras bioldgicas (peces y animales) fue demostrado por Haglund et al. (1990).
Maés tarde, Wells y Echarri (1992) aplicaron un método similar con PYE para la
determinacion de bifenilos clorados (BCs) en mamiferos marinos, pero haciendo uso

de otros dos pasos previos de purificacion con Aluminay Silica
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Mas recientemente, Grimvall et al. (1997) utilizaron una columna de
dinitroanilino-propyl (DNAP) Slica en un procedimiento de purificacion
automatizada para la determinacion de PCBs en plasma humano. Antes de la
aplicacion de HPLC, los extractos fueron purificados en Silica usando hexano como
disolvente. El procedimiento on-line LC-GC/MS permiti6 obtener limites de
deteccion para no-orto PCBs del nivel de 0.04 pg g, y para mono- y di-orto PCBs
de5pgg™.

En la Tabla 1.11 se muestran las aplicaciones de HPLC como técnica de
purificacion para la determinacion de compuestos OCs en muestras grasas,
mostrando €l tipo de sorbente utilizado en la columna de HPLC, asi como la técnica

de extraccion y las etapas adicionales de purificacion.
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Tabla 1.11. Aplicaciones de HPLC en la purificacién de muestras grasas previa a la determinacion de compuestos OCs.

Analitos Muestra Extraccién Purificaciones  Purificacion Deteccion Ref
. HPLC
previas
insecticidas  Mantequilla LLE (hexano) _ Silicagel GC-ECD Gillespiey
OCsy PCBs Walters, 1986
fungicidaOC Matrices LLE (metanol—0.1% ac Nucleosi| CN GC-ECD (online) Mosterty
biologicas fosférico (9:1,v/v) Ramsteiner,
1989
insectidias Lechehumana LLE (acetona/hexano, Silicagel GC-ECD Hogendoorn et
OCsy PCBs 50:50, v/v) al., 1989
insecticidas  Grasasy LLE (éter de petrdleo) Silice enlazada GC-ECD Gillespiey
OCs aceites OoDs Walters, 1989
PCBs Muestras H,SO, _ PYE GC-ECD Haglund et al.,
biolégicas 1990
GC-MSD
PCBs Grasade caballo LLE (ciclohexano/ acetato deetilo, 10 GPC (Bio Beads Hypercarb GC-ECD Tuinstraet al.,
1.1 1990
) SX3) GC-MSD
2° SPE (alumina)
PCBs Peces 1° Saponificacion (KOH- Cyano GC-ECD (online) Hyvoénenetal.,
etanol) 1992
2° LLE (hexano)
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Tabla 1.11 (cont.). Aplicaciones de HPLC en la purificacién de muestras grasas previa a la determinacion de compuestos OCs.

Analitos Muestra Extraccion Purificaciones  Purificacion Deteccion Ref.
- HPLC
adicionales
PCBs Lechehumana LLE (hexano) 1°LC (Florisil)  Hypercarb GC-ECD Hong et al.,
1992

PCBs Pecesy Saponificacion  (etanol- 1°LC (Alimina) Hypercarb PGC GC-MSD DeBoer et al.,

delfines KOH) - 1992

2°L.C (Silica)

CBs Mamiferos 1° Soxhlet (DCM) 1°LC (Alumina) PYE GC-ECD Wellsy

marinos . Echarri, 1992

2° LLE (hexano) 2°LC (Silica)
PCBs Plasmahumano LLE (hexano/ MTBE, 1:1) LC (Silica) DNAP Silica GC-MSD (online) Grimvall et al.,
1997
GC-ECD
insecticidas  Leche LLE (oxalato sddico + _ Hypersil (OCs) GC-ECD (online) van der Hoff et
OCsy PCBs metanol + dietil éter + éter . al., 1997
petréleo) Spherisorb, (PCBSs)

insecticidas  Lechehumana LLE (cloruro demetileno) LC (Silica GC-ECD Gladenetal.,
OCsy PCBs AlUmina) 1999
insecticidas  Tejidosde Reflujo con hexano _ Silicagel GC-MSD Serrano et al.,
OCsy PCBs ballena 1999
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1.5.2. Aplicacion a muestras de tejido adiposo humano

Anteriormente, ya se ha hecho mencion al riesgo de la poblacion humanaala
exposicion de plaguicidas persistentes, como son los compuestos OCs. La via mas
probable de entrada de estos analitos en el organismo es la dieta, y especialmente a
través de las partes méas grasas de los alimentos ingeridos, ya que debido a la ata
lipofilia de estos plaguicidas, € organismo los absorbe mas rapidamente desde €l

tracto digestivo cuando estan disueltos en grasas.

En la mayoria de los estudios, la medida de la exposicion a los compuestos
OCs suele llevarse a cabo mediante € andlisis de muestras de suero. Sin embargo,
los niveles que pueden alcanzar estos compuestos en €l tejido adiposo de seres
humanos son entre 200-1000 veces mayores que los niveles en suero (Aronson et
al., 2000) y pueden mantenerse acumulados en e organismo durante afios, incluso
cuando no ha habido exposicion durante ese periodo de tiempo. De este modo,
incluso en una pequefia cantidad de muestra de tejido adiposo se pueden detectar
concentraciones bastante elevadas de estos compuestos OCs. Por lo tanto, la medida
de contaminantes OCs en tejido adiposo puede dar una buena informacion de la

exposicion acumulada.

Muchos de estos contaminantes OCs, como DDT y sus metabalitos,
metoxiclor, kepone, toxafen, dieldrin, endosulfan y PCBs, poseen actividad
estrégena (Soto et al., 1995; Johnson-Thompson y Guthrie, 2000; Jaga, 2000). La
exposicion prenatal a estos compuestos 0 més tarde en la vida postnatal, puede
modificar €l desarrollo del sistemay 6rganos endocrinos que responden alas sefiales
de las hormonas. Por este motivo han recibido € nombre de “disruptores
ambientales hormonales’ (Johnson-Thompson y Guthrie, 1999). Son muchas las
veces que han sido estudiados para comprobar alguna relacion directa con €l cancer
de mama (Dorgan et al., 1999; Aronson et al., 2000; Laden et al., 2001), sarcoma de
tgjido blando y cancer de tiroides (Grimalt et al., 1994) y con problemas
reproductores en hombres (Olea et al., 1996; Oleay Olea-Serrano, 1996), aunque lo
mas probable es que la relacion no sea de causa-efecto. Algunos investigadores

(Porta et al., 1999) han apuntado que las anomalias genéticas observadas en algunos
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canceres, como € de pancreas, estan asociadas a agunas de estas sustancias
ambientales. Estos autores han descubierto que existe una relacion entre la mutacion
del oncogén K-ras y compuestos OCs, concretamente DDT, DDE y PCBs. Sin
embargo, establecer una relacion directa entre compuestos OCs y cancer es muy
dificil y confuso, puesto que no existe todavia suficiente informacién, ni técnicas

epidemiol dgicas disponibles e inequivocas (Georgellis et al., 1999).

En la seccion anterior se ha tratado la determinacion de plaguicidas OCs y
PCBs en muestras grasas, haciendo hincapié en muestras de alimentos, peces y
leche. En las muestras grasas humanas (principalmente tejido adiposo) también es
necesaria una etapa de purificacion cuando la determinacién de los analitos OCs se
vaya a llevar a cabo mediante GC, con € fin de eliminar los lipidos antes de la
inyeccion en el sistema cromatografico. Ademas, debe tenerse en cuenta la elevada
cantidad de lipidos presentes en € tejido (75-85%).

Los métodos de purificacion convencionales aplicados la determinacién de
OCs en muestras grasas humanas, y particularmente en tegjido adiposo humano,
normalmente implican pasos de digestiones con acidos (Gomez-Catalan et al.,
1993; Moriya y Hashimoto, 1999), cromatografia de adsorcion en columna
(Ludwicki y Géralczyk, 1994; Dewailly et al., 1999) o SPE (Asakawa et al., 1996b).
En la bibliografia se pueden encontrar algunos trabajos, aunque no muchos, que
aplican la técnica de HPLC para la determinacion de OCs en este tipo de muestras
obteniendo bajos tiempos de purificacion, ato grado de automatizacion y elevada

eficaciaen laeliminacion de los lipidos.

Ansari et al. (1986) publicaron un trabgjo en el que determinaban residuos de
plaguicidas OCs en diferentes tipos de tejidos adiposos. El extracto hexanico (0.05
g/ml) era dividido en dos fracciones. Una de €llas (para determinar HCB) era
sometida a una etapa de purificacién por HPLC utilizando una columna BioBeads
SX-2 (30 cm x 20 mm d.i.) y ciclohexano como eluyente. El resto de plaguicidas
OCs y PCBs fueron estudiados en la otra fraccion. Todos los anditos se
determinaron mediante GC-ECD. No solo estudiaron la variabilidad de la
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concentracion de los compuestos en funcion de la procedencia de la grasa, sino

también en funcion de laedad y €l sexo de los pacientes investigados.

Latécnicade HPLC en fase normal, asociada con GC-ECD, fue utilizada para
la determinacion de p,p’-DDE y PCBs en extractos de tejido adiposo (Gort et al.,
1997). Este trabajo fue disefiado como un estudio EURAMIC (multi-center
EURopean case-control on Antioxidants, Myocardia Infarction, and Cancer of the
breast) implicando un total de 286 casos de cancer de pecho y 358 controles de
diferentes paises europeos. La columna L C instalada fue de 3 um Hypersil Slica (50
x 1 mm d.i.), utilizando n-hexano como fase movil e inyectando un volumen de 50
pl de extracto. La separacion entre los analitos y la matriz lipidica pudo ser
visualizada en continuo mediante un detector UV. Uno de los plaguicidas abjeto de
estudio S-HCH no pudo ser incluido en lainvestigacion porgue no se recuperd en las
condiciones utilizadas debido a su mayor tiempo de retencion en la columna LC. El
método resultd ventgjoso por utilizar un procedimiento de purificacion poco

laborioso y costoso, y ser poco sensible alos errores.

Rivas et al. (1997), en su estudio de los agentes quimicos considerados como
disruptores hormonales, aplicaron un procedimiento semipreparativo por HPLC que
permitia la separacion entre los xenoestrégenos y los estrogenos naturales, sin
destruir a los primeros. Los xenoestrogenos fueron eluidos por gradiente con dos
fases moéviles: n-hexano y n-hexano:metanol:2- propanol (40:45:15, viv). Se
recogieron tres fracciones por HPLC: fraccion a (en los primeros 11 min)
conteniendo xenobidticos como los plaguicidas OCs; fraccion x (min 11- 13); y la
fraccion B (min 13-25), que contenia aditivos y mondmeros tales como bisfenoles y

hormonas natural es.

En la presente Memoria se ha utilizado HPLC en fase normal para la
determinacion multiresidual de plaguicidas OCsy PCBs en muestras de tejido graso
humano (Hernandez et al., en prensa 2; Hernandez et al., enviado). Este andlisis es
especialmente problemético debido a las diferencias de polaridades de los analitos

investigados (sobre todo en el caso de endosulfan y metabolitos) y también al
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amplio rango de polaridades de los lipidos, lo cua dificulta todavia mas la
separacion. Se ha utilizado un sistema automatizado de HPLC con una columna 4
pum Silica Novapack y como fase mévil n-hexano o mezclas de n-hexano/acetato de
etilo. En e caso de endosulfan y metabolitos es necesario utilizar dos
procedimientos de purificacién: uno para a-endosulfan (también se aplicd para los
PCBsy € resto de OCs), y otro paralos mas polares f-endosulfan y metabolitos. La
aplicacion de técnicas como GC-MS y GC-MS/MS para la deteccidn, permite la
confirmacion inequivoca de los analitos en las muestras reales donde es frecuente la

aparicién de picos interferentes en los cromatogramas para este tipo de matrices.
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1.6. Seleccion delos plaguicidas a estudiar

Una de las etapas previas para empezar un estudio analitico es la seleccion de
un numero determinado de plaguicidas a estudiar atendiendo a sus caracteristicas

guimicasy a su importancia como contaminantes del medio que se deseainvestigar.

Es bien conocida laimportante actividad agricola que se desarrolla en la zona
Mediterranea espafiola, destacando la Comunidad Valencianaen € cultivo de
citricos. Segun datos obtenidos de la Conselleriade Agriculturai Pescay de algunas
Cooperativas Agricolas de la provincia de Castell6n, los productos més utilizados
actualmente parad control de las plagas y enfermedades en citricos son los que se
muestran en la Tabla 1.12. Los plaguicidas que aparecen en negritason los que se

han seleccionado pararealizar las experiencias del presente trabajo.

Como puede observarse en latabla, los plaguicidas mas utilizados en esta
provincia para combatir las plagas de |os citricos pertenecen a diferentes campos de
aplicacion tales como acaricidas (amitraz, dicofol, bromopropilato, hexitiazox),
fungicidas (captan, mancozeb), molusquicidas (metaldehido), y en mayor medida
insecti cidas pertenecientes a diferentes familias: carbamatos (metiocarb,
butocarboxim, etiofencarb, pirimicarb), OCs (endosulfan, lindano) y OPs (diazinon,
fosmet, triclorfon, clorpirifos, fenitrotion, metidation, metil azinfos, malation,

dimetoato, metil pirimifos, entre otros).

Muchos de los compuestos que aparecen en la lista coinciden con agunos de
los plaguicidas detectados en controles anual es realizados por nuestro Grupo de
Investigacion en el andlisis de aguas superficiales de la provincia de Castell6n
(Borrianay Almenara, principamente). A modo de gjemplo, se puede comentar que
en 1999 | os insecticidas més frecuentemente encontrados fueron metil azinfos,
dimetoato y metidation, especialmente en el mes de Septiembre. También el
acaricida organoclorado dicofol, fue detectado en alguna ocasi6n durante |os meses

de Septiembre y Octubre del mismo afio.
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Tabla 1.12. Plaguicidas mas utilizados en la provincia de Castell6n para combatir
plagas de citricos. (En negrita los plaguicidas estudiados en este trabajo).

Plaga Materia activa
Acaro rojo amitraz
dicofol

Acaro de las maravillas

Aguado

Arafarojay arafia parda

Barreneta

Cacoecia

Caparreta

Caracoles y babosas

Ceratitis

Chinche verde

dicofol+tetradifon
bromopropilato
endosulfan
piridafention
captan
mancozeb
oxicloruro de cobre
dicofol
hexitiazox
fenbutestan
diazinon
fosmet
triclorfon
clorpirifos
fenitrotion
triclorfon
fosmet
metidation ©
metil azinfos®©
metaldehido
metiocarb

malation

dimetoato (espolvoreo)

malation (espolvoreo)

€ productos téxicos de categoria C
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Tabla 1.12 (cont.). Plaguicidas mas utilizados en la provincia de Castellon para
combatir plagas de citricos. (En negrita los plaguicidas estudiados en este
trabajo).

Plaga Materia activa
Cotonet clorpirifos
diazinon

metil pirimifos
metil clorpirifos

Hormigas diazinon
foxim

Mosca blanca butocarboxim
fenitrotion

Mosca frutas fention
malation

Piojo gris aceite minera
mecarbam ©

metil azinfos ©
metidation ©
ometoato
metil pirimifos
quinalfos
Piojo blanco y piojo rojo metidation ©
metil pirimifos
ometoato ©
quinalfos
Prais clorpirifos
endosulfan
metil azinfos ©

lindano

© productos txicos de categoria C
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Tabla 1.12 (cont). Plaguicidas més utilizados en la provincia de Castellon para
combatir plagas de citricos. (En negrita los plaguicidas estudiados en este

trabajo).

Plaga

M ateria activa

Cotonet

Pulgones

clorpirifos
dimetoato

etiofencarb
metil-osidemeton ©
pirimicarb
tiometon

Serpetas aceite mineral
malation
mecarbam ©
metidation ©
metil pirimifos

quinalfos

€ productos téxicos de categoria C

EnlaTabla 1.13 seindicalafrecuencia de deteccidn en citricos (limones,
mandarinasy naranjas) de los plaguicidas determinados en el Laboratorio Agrario de
la Generalitat Valenciana, segiin datos llevados a cabo bajo €l Programa de
Vigilancia de residuos fitosanitarios en el afio 1998. De nuevo, se muestran en

negrita los plaguicidas que se han seleccionado en la presente Memoria.

Como se observa en latabla, los plaguicidas mas detectados fueron los
insecticidas OPs, metidation en limonesy clorpirifosen mandarinasy naranjas. Sin
embargo, fueron pocos |os casos en los que la concentracion del compuesto
determinado superaba el limite méximo de residuos (LMR): 3 casos paraclorpirifos,

1 paradicloran, 2 parafention, 2 paraimazalil y 1 para metil paration.
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Tabla 1.13. Frecuencia de deteccidn de plaguicidas en citricos segln el Programa
de Vigilancia de residuos de plaguicidas de la Generalitat Valenciana de 1998.

Cultivo de citricos Plaguicidas detectados Frecuencia  N° de casos
>LMR
LIMON (30) clorpirifos 3
dicofol 8
dimetoato 2
etion 3
imazalil 6
metil pirimifos 1
mecarbam 1
metidation 12
tetradifon 1
MANDARINA (215)  captan 1
clorpirifos 110 2
diazinon 4
dicloran 11 1
diclorvos 1
dicofol 68
dimetoato 3
etion 10
fenitrotion 2
fention 53 2
fentoato 1
fosmet 6
imazalil 49 1
metil azinfos 9
metil clorpirifos 1
metil pirimifos 15
malation 64
mecarbam 4
metidation 85
tetradifon 15

LMR: Limite Maximo de Residuos

(Entre paréntesis seindica e nimero de muestras analizadas)
(En negrita los plaguicidas estudiados en este trabajo de investigacion)
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Tabla 1.13 (cont). Frecuencia de deteccidén de plaguicidas en citricos segun el
Programa de Vigilancia de residuos de plaguicidas de la Generalitat Valenciana
de 1998.

Cultivo de citricos Plaguicidas detectados Frecuencia  N° de casos
>LMR
NARANUJA (280) benzimidazol 10
carbendazima 6
clorfenvinfos 1
clorpirifos 156 1
diazinon 18
dicloran 18
dicofol 39
dimetoato 10
ditiocarbamatos 20
etion 5
fenitrotion 4
fention 10
fentoato 2
fosmet 2
imazalil 85 1
metil azinfos 4
metil clorpirifos 2
metil paration 1 1
metil pirimifos 30
malation 25
mecarbam 8
metidation 49
piridafention 4
quinalfos 6
tetradifon 24
tiabendazol 9

LMR: Limite M&ximo de Residuos

(Entre paréntesis se indica el nimero de muestras analizadas)
(En negrita los plaguicidas estudiados en este trabajo de investigacion)
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1.6.1. Plaguicidas organofosforados

Los plaguicidas OPs son, en general, sustancias biodegradables en la
naturaleza, sin tendencia a acumularse en las grasas del organismo, y que forman
parte del grupo de insecticidas llamados “ de contacto”, por absorberse por medio de
los lipidos del exoesqueleto de los insectos. Son posiblemente los insecticidas mas
utilizados en la actualidad. Desde 1942 se han sintetizado més de 50.000 derivados
organofosforados, algunos de los cuales se han utilizado con fines bélicos (gas GB,
gas nervino, trilones, sarin, tabln, etc.) y no menos de 50 derivados han sido

comercializados como insecticidas (Gisbert y Villanueva, 1991).

A lo largo de los ultimos 20 afios se ha producido un profundo cambio en las
précticas agricolas, de modo que los plaguicidas OPs han reemplazado ampliamente
a los plaguicidas OCs. Este hecho se ha producido como consecuencia de la alta
toxicidad y capacidad de bioacumulacion en la cadena tréfica de estos Ultimos, como
consecuencia de sus caracteristicas quimicas. Aunque, en principio, 10s compuestos
OPs son menos peligrosos para la vida salvagje que los OCs, la amplia variabilidad
guimica de este grupo de plaguicidas y € uso masivo que de ellos se esta haciendo
en los paises riberefios del mediterraneo (UNEP, 1991) hace necesario un estudio
exhaustivo de sus propiedades téxicas y de su capacidad de afeccion y

bioconcentracion en seres vivos que no son su objetivo.

En genera, los compuestos OPs son productos de elevada reactividad
guimica, lo que les confiere diversos dicientes para su uso; a tratarse de
compuestos muy activos las dosis hecesarias de materia activa son bajas. Ademés, se
degradan con relativa facilidad, bien mediante reacciones de hidrélisis que dan lugar
a productos inocuos para € medio ambiente, 0 por reacciones de oxidacion, que
conducen a metabolitos mas 0 menos toxicos, pero que son mas faciles de hidrolizar.
Por ultimo, son productos cuya toxicidad aguda es, en general, mayor que la de los
OCs, mientras que la crénica es inferior, ya que tienden a hidrolizarse en vez de

acumularse en las grasas (UNEP, 1991).
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Algunos de ellos poseen una presion de vapor ta que presentan cierta
volatilidad, incluso a la temperatura normal. Los insectos toman o inhalan estos
productos a través de la piel ilesa o € tubo digestivo. En los animaes de sangre
caiente y en el hombre, se introducen en el cuerpo por ingestién, contacto con la
piel o por los érganos respiratorios (vapores, polvos o nebulizadores), y se

distribuyen rgpidamente por via sanguinea (Klimmer, 1967).

Una de las principales caracteristicas de los compuestos OPs es que se tratan
de ésteres organicos del acido fosforico. Estos compuestos pueden ser alquilados o
arilados antes de ser oxidados y uno de los enlaces C-P resultantes puede ser
sustituido por un enlace C-O-P. Ademés el oxigeno puede sustituirse por azufre, u
ocasionalmente por nitrégeno, dando lugar asi a varios grupos quimicos distintos de
OPs, como los fosfatoésteres, 1os fosforoditioatos O-alquilados o los fosforotioatos
S-fosforilados. Por otra parte, €l nimero de grupos quimicos se ve aumentado por la
gran variedad de radicales que pueden presentar, ya que si bien dos de los radicales
organicos son siempre metilo o etilo, € tercer radical es diferente en cada clase de
plaguicida (UNEP, 1991).

Los plaguicidas OPs, una vez en €l interior del organismo, son activados por
desulfuracion oxidativa, transformandose |os grupos P=S a P=0 (Huckle y Millburn,
1990). El centro atacado por estos derivados P=0O es el sistema nervioso y més
concretamente la AchE, enzima encargada de hidrolizar la acetilcolina en colina y
&cido acético a nivel de las sinapsis nerviosas. La poblacién afectada por la accion
toxica de estos plaguicidas presenta esta actividad enzimética inhibida ya que su
AchE se encuentra fosforilada, 10 que provoca desde anoxia y dolores de cabeza a
dosis bajas, hasta nauseas, contracciones musculares e incluso la muerte por fallo
respiratorio y paro cardiaco a mayores dosis (Dreisbach y Robertson, 1987; Marrs,
1993).

Por otra parte, la biotransformacion de la mayor parte de los plaguicidas
comprende una combinacion de varias reacciones quimicas, que generalmente se

desarrolla en dos fases (Millburn, 1995;Hutson y Paulson, 1995):
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- Fase I: incluye fundamental mente reacciones de preconjugacion basadas en
oxidacion, reduccion e hidrdlisis, introduciendo de este modo un grupo polar
(OH, NH,, COOH y SH) en lamol écula.

- Fase II: consiste fundamentalmente en reacciones de conjugacion de los
productos resultantes de la fase | con una o varias moléculas enddgenas
(&cido glucurénico, sulfato, glicina, etc) para formar productos
hidrosolubles y de esta forma eliminables por la excrecién renal o hepética

enlaorinao en labilis, respectivamente.

Aunque este metabolismo en el caso de los compuestos OPs es muy rapido, es
posible la deteccion de los productos iniciales en sangre y orina, sobre todo en casos
de intoxicaciones agudas 0 en exposiciones continuadas, siempre y cuando la
muestra analizada sea reciente. De este modo, su cuantificacion indicard e nivel de

afectacion del individuo o de la poblacién expuesta.

En cuanto a la seleccion de los plaguicidas OPs para la realizacion de este
trabajo, se hatenido en cuenta tanto el grado de utilizacién en laribera Mediterranea
como su toxicidad, ademas de ciertos aspectos analiticos como la posibilidad de
utilizar la técnica GC para € andlisis, sin tener que recurrir a técnicas diferentes,
como laHPLC.

Los plaguicidas OPs seleccionados en el presente trabgjo se muestran en la
Tabla 1.14, donde también se recoge su férmula molecular, asi como algunas de sus
propiedades fisico-quimicas, como datos relativos a su toxicidad para mamiferos
(LD-50 para ratas); valores de ADI (Ingestion Diaria Aceptable) segin la OMS
(Organizacion Mundia de la Salud), que indica la dosis diaria que el hombre puede
ingerir sin que existan riesgos apreciables; y datos de sus correspondientes presiones
de vapor (p.v.), solubilidades (S) en agua y constantes de particion octanol-agua
(Kow) (Noble, 1993; Tomlin, 1997).

En un principio, se seleccionaron 10 de ellos parallevar a cabo la primerafase

del trabajo con la aplicacion de las técnicas de andlisis convencional es: azinfos metil
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(534- dihydro- 4-ox0-1,2,3,- benzotriazin- 3-ylmethyl O,0- dimethyl
phosphorodithioate), clorpirifos (O,O-diethyl ©O-3,5,6,- trichloro- 2-pyridyl
phosphorothioate), diazinon (O,O-diethyl O-2-isopropyl-6-methylpyrimidin-4-yl
phosphorothioate), dimetoato (0,0 dimethyl S-methylcarbamoyl methyl
phosphorodithioate), fenitration (O,0 dimethyl O-4-nitro-m-tolyl phosphorothioate),
fention (O,0-dimetyl O-4-methylthio-m-tolyl phosphorothioate), fosmet (O,0-
dimethyl  S-phthalimidomethyl  phosphorodithioate),  malation  (diethyl
(dimethoxyphosphinothioylthio) succinate), metidation (S-2,3-dihydro-5-metoxy-2-
oxo-1,3,4-thiadiazol-3-ylmethyl O,0-dimethyl) y paration metil (O,0O-dimethyl O-4-
nitrophenyl phosphorothioate). En una etapa mas avanzada, a aplicar nuevas
técnicas de andlisis, como SPME, se eliminaron alguno de €ellos, para los cuales la
técnica no ofrecia resultados Optimos, y se incorporaron a la lista dos nuevos
plaguicidas  OPs: etion (0,0,0',0' -tetraethyl S,S' -methylene  bis
(phosphorodithioate)) y fonofos (O-ethyl S-phenyl (RS)-ethylphosphonodithioate).

Respecto a sus caracteristicas quimicas, con los plaguicidas OPs estudiados se
abarca un amplio rango de polaridades, de modo que sera necesario desarrollar
métodos de andlisis que permitan la determinacién de compuestos apolares (como

clorpirifos) hasta bastante polares (como dimetoato).
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Tabla 1.14. Plaguicidas OPs seleccionados.

Nombre Formula S(H,O) LogKow LD-50 ADI p.v.
(mg ™) (mgKg’) (mgKg") (mPa)
Azinfos metil N 28 2.69-2.96 10 0.005 5x10™
SN S

| [
N-CH,SP(OCH,),

O
Clorpirifos S 14 4.96-5.11  135-165 0.01 2.7

I
C:jil\j:o—p —(OCH ,CH,),
CF <"

Diazinon 60 3.11-3.3 1250 0.002 12

\@/Y CH(CH,),

OP(OCH CH,),

S

S: solubilidad; Kow: constante de distribucion octanol-agua; LD-50: dosis letal media para ratas;, ADI: dosis diaria aceptable; p.v.. presion vapor
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Tabla 1.14 (cont). Plaguicidas OPs seleccionados.

Nombre Férmula S(H,O) LogKow LD-50 ADI p.v.
(mg ™) (mgKg") (mgKg’) (mPa)

Dimetoato S 25000 050-0.78 387 0002 025
I
CH ,~NH-CO—CH ,—S—P—(OCH J ,

Etion S S 2 5.07 208 0.002 0.2

| |
(CH;3CH,0),P— S—CH,—S—P(OCH,CH,)

Fenitrotion CH, S 21 3.30-35 250 0.005 15
|
NO, O-P—(OCH ),
Fention CH, s 4.2 4.17-4.84 250 0.007 0.74
[
CH OP(OCH ) »,
Fonofos S 13 3.94 55-115 - 28
|
s
CH,CH ,

S. solubilidad; Kow: constante de distribucién octanol-agua; LD-50: dosis letal media para ratas; ADI: dosis diaria aceptable; p.v.. presién vapor
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Tabla 1.14 (cont). Plaguicidas OPs seleccionados.

Nombre Formula S(HO) LogKow  LD-50 ADI p.v.
(mg ) (mgKg") (mgKg?) (mPa)
Fosmet 25 2.95 113 0.01 0.065

O S
|
N—CH;—S—P(OCH3),

@)

Malation s 145 2.74-2.94 1375-2800 0.02 53
[
(CH;0),~P—S—CHCH_—CO— OCH ,CH
CO—OCH ,CH3

Metidation 200 2.2 25-54 0.001 0.25

CH 3OTSY O ﬁ
N——N—CH;,—S—P—(OCH,),
Paration metil S 55 3 3 0.003 0.2
I

Noz@ OP(OCH.,),

S: solubilidad; Kow: constante de distribucion octanol-agua; LD-50: dosis letal media para ratas; ADI: dosis diaria aceptable; p.v.: presion vapor
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1.6.2. Plaguicidas organoclorados

Aunque los plaguicidas OCs fueron uno de los grupos mas importantes y de
mayor uso hasta la década de los 70 del siglo XX, su persistencia en los distintos
niveles de la biosfera es motivo de que aln hoy, en que su uso esti estrictamente
restringido, sigan estando presentes en €l medio ambiente. Ademés, algunos de los
mas peligrosos, como DDT, siguen usandose en la lucha contra la malaria,

enfermedad cuyos vectores son insectos.

Ejemplos que prueban la persistencia de estos compuestos son 1os residuos de
plaguicidas OCs y PCBs detectados actualmente en animales marinos de zonas
subantarticas, como es el caso de residuos de DDT encontrados en pinglinos y focas
de la Antartida, donde estos compuestos sdlo han podido llegar gracias a las
corrientes marinas o aéreas, 0 alas migraciones de animales intoxicados (De Boer y
Wester, 1991; Wania y Mackay, 1993). También por este motivo, la poblacion
aborigen de las regiones polares esta expuesta a los compuestos OCs debido a su
elevado consumo de mamiferos marinos, principalmente de focas, ballenas, pgaros
de mar y peces. Bjerregaard y colaboradores (2001) realizaron un estudio sobre la
exposicion de la poblacion Inuit (Groenlandia) a compuestos OCs en funcion de la
edad, sexo y dieta. En algunos casos, las concentraciones de PCBs encontradas han
resultado ser més altas que las detectadas en controles de paises europeos.

Estos principios activos se emplean, principalmente, en la lucha contra
insectos, acaros, hongos, roedores y malas hierbas. Se aplican tanto en la agricultura
como en el ambiente doméstico y han dado lugar a buen nimero de intoxicaciones,
causadas y profesionales. A modo de ejemplo, se muestra la Tabla 1.15, donde se
presentan algunos de los plaguicidas detectados con mayor frecuencia en la

poblacidn, incluyendo también |os rangos de concentraci ones encontradas.
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Tabla 1.15. Ejemplos de plaguicidas OCs detectados con mayor frecuencia en
grupos poblacionales.

Plaguicidas Rango (ng ml™) Referencia

lindano 0.02 Rosell et al., 1993
aldrin 0.5

p,p’-DDT 4

p.p’-DDE 3-8 Guardino et al., 1996
p,p’-DDD 0.5-1.5

p,p’-DDT 0.3-1

a-HCH 2-17 Duaet al., 1996
LBHCH 5-24

lindano <12

p.p’-DDE <69

LBHCH 0.9-3 Buchloski et al., 1996
lindano 0.6-1.8

HCB 3.3-10.5

HCB 1-953 To-Figueraset al., 1997
LBHCH 1-33

p,p’-DDE 0.7-67

p,p’-DDE 0.8-70 Schecter et al., 1997
p,p’-DDT 0.2-10

p,p’-DDE 1.5-88 Luoet al., 1997
p,p’-DDT 0.22-8.9

p,p’-DDE <l14-4 Romaet al., 1998
SBHCH 1.4-54

dieldrin 4

a-endosulfan <0.8 Martinez Vidal et al., 1998
[-endosulfan <0.8

endosulfan éter <0.1

endosulfan lactona <04

endosulfan sulfato <0.5
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Tabla 1.15 (cont.). Plaguicidas OCs con mayor frecuencia detectados en grupos
poblacionales.

Plaguicidas Rango (ng ml™) Referencia
a-endosulfan 1-5 Arrebolaet al., 1999b
[-endosulfan 051

p,p’-DDE 7-124 Najam et al., 1999
p,p’-DDT 0.3-1.6

HCB 0.6-14

LBHCH 1.6-8.7

heptacloro epéxido <04

Generalmente los plaguicidas OCs son compuestos organicos de estructura
muy diferente, en la cual se sustituyen uno o varios &omos de H por atomos de Cl.
Pueden introducirse en e cuerpo por los érganos respiratorios en forma de polvo o
como aerosol, por viadigestivay através de la piel. Tienen una accidn neurotropay
dan lugar a sindromes hepatorrenales. Se acumulan en e tejido adiposo, donde
persisten durante muy prolongados periodos de tiempo y pueden ser, por este
mecanismo, origen de intoxicaciones cronicas. No son biodegradables; esto unido a
gue en determinadas condiciones se han observado acciones carcinogénicas, ha dado
lugar a que se haya prohibido su uso para aplicaciones agricolas (Gisbert y
Villanueva, 1991).

En un principio, parallevar a cabo este trabajo, se seleccioné un grupo amplio
de 16 plaguicidas OCs (ver Tabla 1.16), lamayoria de ellos investigados por 1a EPA
(Environmental Protection Agency) incluyendo también, cuatro metabolitos
principales de endosulfan. Posteriormente, como se vera en los capitul os siguientes,
e grupo de OCs estudiados se fue reduciendo en cuanto a las limitaciones de la
técnica analitica empleada, de la matriz analizada, asi como de su importancia desde

e punto de vistade su persistenciay su uso.

99



Capitulo 1 Introduccién general

Dependiendo de su estructura quimica, los compuestos estudiados en este

trabajo se pueden dividir en los siguientes grupos:

1. DDT y analogos

Dentro de este grupo se han seleccionado |os isdmeros p,p’ por ser los més
activos como insecticidas: p,p’-DDT (1,1,1, tricloroetano-2,2-bis (4-
clorofenil)etano), p,p’-DDD (1,1-bis(4-clorofenil)- 2,2,-dicloroetano) y p,p’-
DDE (1,1-dicloro-2,2- bis(4-clorofenil) etileno).

El DDT hasido € més importante de todos los insecticidas sintéticos, y sigue
teniendo interés toxicologico, pues la gran mayoria de los seres vivos,
incluido el hombre, estudiados hasta é momento contienen en su tegjido
adiposo y en € sistema nervioso centra, cantidades medibles de este

compuesto o sus productos de degradacion.

El DDT sufre también la fase | de metabolismo: mediante una reaccion de
dehidrohal ogenacion tiene lugar la conversion enziméticade DDT a DDE. Por
otra parte, el DDT puede también sufrir una decloracién reductiva a DDD,
siendo ésta Ultima menos rdpida que la primera. Ambos metabolitos son muy
estables, y se estima que pueden perdurar en la naturaleza (y en € tgjido
adiposo) muchos afios. Tanto DDT como sus dos metabolitos se encuentran en
diversos tejidos: en relacion con la cantidad global acumulada en tejido
adiposo, la concentracion en el sistema nervioso central es de arededor del
1%, en higado del 9% y en sangre del 0.33%. Puesto que la semivida
plasmatica mas larga es la de DDE, cuando la proporcion de éste es mayor
gue la de los otros, puede suponerse que la absorcion de DDT no es reciente.
El ser humano excreta muy lentamente DDT, savo en € supuesto de
lactacion, pues e elevado contenido graso de la leche la convierte en un
excelente vehiculo de excrecion (Hernandez et al., 1993; Quinsey et al.,
1995). Se calcula que en condiciones excepcionales de no absorcion de
nuevas dosis, son necesarios a menos 20 afios para poder eliminar todo €

DDT acumulado en el organismo.

100



Capitulo 1 Introduccién general

2. Hexaclorociclodienos (HCH)

Dentro de este apartado se seleccionaron los 4 isbmeros. a, 5, 0y ), éste
ultimo es conocido como lindano, que es € de mayor vaor comercia y
eficacia como insecticida

HCH es un importante insecticida que, a contrario de otros OCs, sigue
teniendo vigencia. Es un insecticida con potente accién por contacto y por
ingestion, presentando cada isdmero presenta diferente actividad. Mientras
que el isdmero yes el que presenta mayor toxicidad aguda, el Sesd de mayor
toxicidad crénica, gracias a su mayor estabilidad (Primo y Carrasco, 1986).

En fluidos biologicos y tegidos humanos, los isbmeros a y &HCH son
detectados en bgjas concentraciones. El que suele dominar en muestras de
sangre es el que tiene todos sus cloros en posicién ecuatorial, SHCH, debido
principalmente a su bajo momento dipolar, su bagja solubilidad en agua 'y su
elevada estabilidad (Otero et al., 1997).

3. Ciclodienos

El grupo de plaguicidas OCs estudiados con este tipo de estructura son:
heptacloro (1,4,5,6,7,8,8 heptacloro-3a,4,7, 7a-tetrahidro-4,7. metanoindeno) y
su metabolito heptacloro epdxido; aldrin  (1,2,3,4,10,10-hexacloro-
1,4,425,8,8*hexahidro- 1,4, endo-exo 3,8-dimetanonaftaleno) y sus epoxidos
dieldrin y endrin; los dos isbmeros, a'y S-endosulfan ((1,4,5,6,7,7-hexacloro-
8,9,10- trinoborn-5-en-2,3-ylenebismetileno) sulfito) y sus metabolitos (-diol,

-eter, -lactona y —sulfato).

Cabe destacar la importancia de endosulfan, ya que en Espafia todavia esta4

autorizado en citricos (ver Tabla 1.12), asi como en algunos otros cultivos.

En cuanto a metabolismo, € endosulfan se transforma répidamente por
oxidacion a endosulfan-diol, -éter, -lactona o -sulfato, los cuales son
excretados por la orina o heces (Martinez Vidal et al., 1998; Arrebola et al.,
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1999b). En la Figura 1.6 pueden observarse las rutas metabdlicas de a- y 5

cl
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o —°
Endosulfan
c o cl
N~
O/< [e)
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cl
Endosulfan sulfato / Endosulfan diol

cl

a cl
0 OH
cl COOH c / c
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endosulfan.
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j@@o
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/ l

Hidroxi endosulfan Endosulfan lactona Endosulfan hidroxieter
acido carboxilico

Figura 1.6. Rutas metabdlicas de endosulfan (a'y B).

4. Metoxiclor (1,1,-tricloro-2,2-bis (4-metoxifenil)etano
5. Hexaclorobenceno (HCB)

El HCB se trata de un contaminante usado como fungicida y que se acumula
en e sistema bioldgico. Normamente, sus principales fuentes son las
impurezas presentes en otros plaguicidas OCsy los productos emitidos por las
industrias, principalmente en las industrias de disolventes a través de una
manufacturacién inapropiada o por una combustién incompleta (To-Figueras
et al., 1997; Sala et al., 1999). El HCB es altamente lipofilico y se detecta
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frecuentemente en productos aimenticios, acumulandose en los tejidos

humanos después de su ingestion (Gomez-Catalén et al., 1993).
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Tabla 1.16. Plaguicidas OCs seleccionados.

Nombre Formula S(H,O) LogKow LD-50 ADI p.v.
(mg 1) (mgKg’) (mgKg') (mPa)
p,p’-DDT 0.001- 6.38 113-118 0.02 0.025
OO
CCl,
p,p’-DDD - - - - -
Cl CH Cl
I
HCCI2
p,p’-DDE - - - - -
OO
C
7N\
cl Cl
HCHs Cl 7(y) 3.72(y) 88-270(y) 0.008(y) 5.6(y)
Cl Cl 10 (a) 381 (a) 1700 (a)
0.2 (B) 3.80(B) 2000 (B)
10 () 4.14(5) 1000 (d)
Cl Cl

Cl

S solubilidad; Kow: constante de distribucion octanol-agua; LD-50: dosis letal media para ratas, ADI: dosis diaria aceptable; p.v.. presion vapor
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Tabla 1.16 (cont). Plaguicidas OCs seleccionados.
Nombre Formula S(H,O) LogKow  LD-50 ADI p.v.
(mg ) (mgKg") (mgKg") (mPa)
Heptacloro cl  c 0.056 5.38 147-220  0.0001 53
Cl
el
Cl
Heptacloro cl cl 0.35 5.40 - - -
epoxido Cl
(] T
Cl
Cl
Aldrin cl 0.027 6.50 45-60 0.0001 0.7
cl
BRI
Cl

S solubilidad; Kow: constante de distribucion octanol-agua; LD-50: dosis letal media para ratas, ADI: dosis diaria aceptable; p.v.. presion vapor
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Tabla 1.16 (cont). Plaguicidas OCs sel eccionados.

Nombre Formula S(HO) LogKow LD-50 ADI p.v.
(mg ) (mgKg’) (mgKg') (mPa)
Endrin cl 0.23 4.56 10-12 - 2E-5
Cl
Jealge
Cl
Dieldrin Cl 0.186 4.32 60-90 0.0001 04
Cl
Jcales
Cl
Endosulfan Cl 0.33 4.74-479  70-240 0.006 0.83
(aop
Cl
(o
/S=O
Cl ©
Cl

S solubilidad; Kow: constante de distribucion octanol-agua; LD-50: dosis letal media para ratas, ADI: dosis diaria aceptable; p.v.. presion vapor

106



Capitulo 1

I ntroduccion general

Tabla 1.16 (cont.). Plaguicidas OCs sel eccionados.

Formula S(H,O) LogKow  LD-50 ADI p.v.
Nombre - ; ]
(mg ™) (mgKg") (mgKg") (mPa)
Metoxicloro 0.1 331 6000 0.1 muy
CHso@CH@ OCH, baja
CHj,
HCB Cl insoluble 5.50 10000 - 145
Cl Cl
Cl Cl
Cl

S solubilidad; Kow: constante de distribucion octanol-agua; LD-50: dosis letal media para ratas; ADI: dosis diaria aceptable; p.v.: presion vapor
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Bifenilos policlorados (PCBs)

Los PCBs son compuestos de sintesis que se introdujeron en el mercado por la
industria quimica en 1929. Se utilizaron inicialmente en la fabricacion de
transformadores y otros equipamientos eléctricos aunque posteriormente ocuparon
otras muchas aplicaciones como es €l caso del plaguicidaaraoclor, que es unamezcla
comercial de diferentes PCBs. Su produccion fue prohibida en Estados Unidos en
1977 cuando se descubrié que estaban asociados al incremento de tumores hepéticos
en animales de experimentacion. Sin embargo, la prohibicion no se aplico aPCBsya
existentes cuyo uso ha continuado hasta nuestros dias formando parte de sistemas

cerrados como transformadores y aislamientos el éctricos.

El uso de PCBs esté restringido a algunos equipos, y se pretende que en 2025
se haya conseguido eliminar (UNEP, 2001). Segin datos de la Conferencia de
Plenipotenciarios para e  Convenio de Estocolmo sobre  POPs
(UNEP/POPS/CONF/4, 5 Junio 2001) su produccion esta prohibida, aunque todavia

siguen en uso con arreglo alas siguientes disposiciones:

a) Ultilizacion solamente en equipos intactosy estancosy en zonas en que €
riesgo de liberacion al medio ambiente pueda reducirse aun minimo y la

zona de liberacién pueda descontaminarse répidamente.

b) Eliminacion del uso en equipos situados en zonas donde se produzcan o

elaboren alimentos para seres humanos o para animales

¢) Cuando se utilicen en zonas densamente pobladas, incluidas escuelas y
hospital es, adopcion de todas las medidas razonables de proteccion contra
cortes de electricidad que pudiesen dar lugar a incendios, e inspeccion
periddicade dichos equipos para detectar toda fuga

d) Vear por que los equipos que contengan PCBs no se exporten ni
importen salvo para fines de gestién ambientalmente racional de desechos

€) Excepto para las operaciones de mantenimiento o reparacion, no permitir
la recuperacion para su reutilizacion en otros equipos que contengan

liquidos con una concentracién de PCBs superior al 0.005%
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Los PCBs constituyen una clase de hidrocarburos aromaticos clorados, con
carécter no insecticida, que pueden acumularse en el medio ambientey en la materia
viva, y cuyas propiedades son muy semeantes a las de los plaguicidas OCs
(estables, muy persistentes en el medio ambiente y solubles en la grasa). Una de las
vias méas importantes de exposicion humana a PCBs es a través de la alimentacion,

especialmente en alimentos de origen marino.

Estos compuestos no se encuentran naturalmente en e medio ambiente y
representan una mezcla de hidrocarburos bifenilicos con diferente estado de
cloracion, generalmente muy estables térmica y quimicamente, pudiendo existir
hasta 210 isdmeros por la sustitucion de hidrégeno por cloro en e anillo bifenilico.
Las mezclas comerciales contienen diferentes isomeros y en cantidades distintas 1o
gue va a determinar sus caracteristicas especificas, que dependen del nimero de
cloros y la posicion relativa de los mismos, y de su persistencia o resistencia a

metabolismo.

La nomenclatura de los PCBs se basa en la posicion y grado de sustitucion en

la estructura bifenilica, como se muestraen la figura:

Las posiciones sustituiblesson las 2, 3, 4, 5, 6 parad anilloAy 2',3,4', 5,
6 para € anillo B, pudiendo asi llegar a tener hasta diez domos de cloro,
generandose en su fabricacion diferentes mezclas de éstos.

Para este trabajo, se seleccionaron siete isomeros de PCBs los cuales son los
mas comunmente determinados en alimentos grasos y en e Medio Ambiente: PCB
28 (2,4,4 -trichorobifenil), PCB 52 (2,2',5,- tetraclorobifenil), PCB 101
(2,2 ,4,55 - pentaclorobifenil), PCB 118 (2,3 ,4,4',5- pentaclorobifenil), PCB 138
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(2,2,34,4 5 - hexaclorobifenil), PCB 153 (2,2',4,4 ,5,5 - hexaclorobifenil), PCB
180 (2,2',3,4,4' 5,5 - heptaclorobifenil).
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Capitulo 2 Determinacion OPsy OCs en fluidos biol6gicos. extraccién con disolventes

2.1. Introduccion

Esta primera parte experimental de la presente Memoria supuso €l primer
contacto de nuestro laboratorio con € andlisis de muestras de fluidos biol égicos. Por
este motivo, se decidio utilizar, en primer lugar, técnicas convencionaes de
extraccion en este tipo de matrices y, posteriormente, ir avanzando con técnicas mas
novedosas. Pero, tal y como se puede comprobar mas adelante, no solo se
evoluciond en cuanto a la aplicacién de la técnica de extraccion, sino también en la
introduccién de sistemas de deteccidn, cada vez més selectivos y sensibles (GC-MS
y GC-MSMS).

Tipicamente, en extracciones multiresiduales, muchos autores tienden a
aplicar un método “universal” o “general” con un simple paso de extraccion con
disolventes, o mediante SPE, debido a las diferentes propiedades fisico-quimicas
de los analitos a determinar (Barr et al., 1999). Este apartado va a tratar la LLE
convencional, una de las técnicas mas tradicionales para la extraccién de plaguicidas
en muestras de fluidos biologicos, y cuyos antecedentes ya han sido descritos en el
capitulo anterior. Dados los baos volimenes de muestra y de disolventes
empleados, en realidad se va a tratar de una microextraccion liquido-liquido
(LLME), que permite reducir considerablemente e volumen de muestra y
disolventes utilizados, lo cua supone una gran ventgja, teniendo en cuenta que la
mayor limitacion cuando se trabaja con muestras de fluidos bioldgicos es la poca
cantidad disponible.
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2.2. Experimental

En este apartado se pone a punto un procedimiento multiresidual sencillo para
la determinacion de plaguicidas OPs y OCs en muestras humanas de orina 'y suero
mediante LLME.

En cuanto a los plaguicidas OPs seleccionados se incluyen un total de 10
compuestos, la mayoria de ellos ampliamente utilizados en las précticas agricolas de
nuestra zona, sobre todo para combatir las plagas de los citricos, tal y como se
mostré en € capitulo anterior (apartado 1.6). Por otra parte, de entre los 16
plaguicidas OCs estudiados en este apartado, se encuentran los considerados
prioritarios por la EPA (the Environmental Protection Agency). A estalista de OCs,
también se han afiadido tres metabolitos de endosulfan (-éter, -lactona y —sulfato),
gue se excretan rgpidamente en orina 'y heces, debido a la importancia actual de

este compuesto puesto que todavia sigue estando en uso en la agricultura.

Una de las ventgjas del procedimiento analitico desarrollado consiste en la
instalacion de un divisor de flujo en la columna andlitica instalada en € GC, el cual
dispone de dos detectores: ECD (més selectivo para compuestos OCs) y NPD (mas
selectivo para plaguicidas OPs). Esto permite obtener sefiales simulténeas en los dos
detectores en una misma inyeccién de la muestra.

El presente apartado se ha estructurado del siguiente modo: en primer lugar,
se describen detalladamente los reactivos, € materia y e equipo instrumental
utilizado; posteriormente, se resumen las principales experiencias realizadas para la
aplicacion de latécnica LLME, primero en muestras de orinay después en muestras

de suero.

Las experiencias desarrolladas en este capitulo, junto a las efectuadas

mediante SPE, seincluyen en € articulo cientifico correspondiente a apartado 3.2.6.
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2.2.1. Reactivos, material y equipos instrumentales
Reactivos

» Patrones de plaguicidas OPs: azinfos-metil, clorpirifos, diazinon, dimetoato,
fenitrotion, fention, fosmet, malation, metidation y paration-metil de 96.5-
99.7% de pureza (Dr. Ehrenstorfer, Promochem, Wesel, Alemania).

Patrones de plaguicidas OCs:. aldrin, clorfenson, dieldrin, p,p’-DDD, p,p’-

DDE, p,p’-DDT, a- y Bendosulfan y sus metabolitos (-eter, -lactona y —
sulfato), endrin, a-, 3, 4 y &HCH, HCB, heptaclor, heptacloro epoxido y
metoxiclor de 96.5-99.7% de pureza (Dr. Ehrenstorfer, Promochem, Wesel,

Alemania).

Se prepararon por pesada disoluciones individuales stock de cada compuesto
del orden de 500 pug ml™ en acetona, que se almacenaron en el congelador a
-18°C. A partir de estas disoluciones individuales, se prepararon tres mezclas
stock (aprox. 50 pg ml™), una para OPs y otras dos para OCs, en acetona. Las
disoluciones de trabajo se fueron preparando por dilucién en acetona para
fortificar las muestras de fluidos bhioldgicos y en hexano par inyectar en €

sistema cromatogréfico.

» Disolventes orgénicos, calidad para andisis de residuos de plaguicidas (ARP):

diclorometano, n-hexano y acetona (Scharlab, Barcelona, Espaiia).

» Agua calidad nanopure

» Sulfato sodico anhidro (ARP) (Scharlab, Barcelona, Espafia), purificado en
estufa a 300°C durante 18 h.

Material

» Material de vidrio: tubos, graduados de 15 ml y sin graduar, provistos de
tapon de vidrio esmerilado, vasos de precipitados, pipetas Pasteur y tubos de

rosca.
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» Materia volumétrico tipo A (pipetas, aforados, etc.).

» Bloque calefactor Multiblock, Selecta

» Agitador vibrador para tubos Reax 2000 (V ortex).

» Gases: Helio, nitrégeno e hidrégeno (99.9995% de calidad) y aire (99.995%

de calidad), utilizados en €l sistema cromatografico fueron suministrados por
Carburos Metélicos (Barcelona, Espaiia).

Muestras

» Las muestras de orina 'y suero usadas para la etapa de optimizacion fueron

obtenidas de personas sanas, considerandolas poblacién no-expuesta. Las
muestras de sangre fueron recogidas por venipuncture haciendo uso de tubos
separadores de sangre vacutainer (Brand). Se dejo que la sangre precipitara, y
e suero fue extraido. Las muestras de suero fueron luego almacenadas a
-18°C hasta su andlisis.

Equipos instrumentales

» Cromatégrafo de gases Hewlett-Packard 5890 series Il equipado con dos

detectores (captura de electrones (ECD) y selectivo de nitrégeno-fésforo
(NPD)), un autoinyector HP 7673 y una columna capilar de silice fundida HP
Ultra 2 (crosslinked 5% fenil-metil siloxano) 25 m x 0.25 mm d.i., 0.33 pm.
Helio fue usado como gas portador a un flujo 1 ml min™. Temperatura del
inyector, 270°C. Condiciones de ECD: temperatura 300°C, N, 60 ml min™.
Condiciones de NPD: temperatura 270°C, He 30 ml min™, H, 3 ml min™, aire
100 ml min™. El programa de temperatura del horno fue programado de la
siguiente manera: 90°C durante 1 min, a30°C min™ hasta 150°C, a 3°C min™*
hasta 270°C (0.5 min). Volumen de inyeccién, 2 pl usando autoinyector y
modo splitless. La cuantificacion se llevd a cabo mediante e método de
patron externo, y en el caso de plaguicidas OCs usando ademas patron interno

(clorfenson).
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2.2.2. Analisis multiresidual en muestras de orina

Las etapas que se siguieron para la optimizacion de los procedimientos

analiticos desarrollados en este capitul o se presentan a continuacion.

Las primeras experiencias de aplicacion de la técnica LLME se llevaron a
cabo parala determinacion de los 10 plaguicidas OPs seleccionados en muestras
de orina humana, puesto que es una matriz que puede obtenerse con cierta facilidad
y, hormalmente, sin limitaciones en cuanto ala cantidad. Hay que destacar, que en €l
desarrollo del procedimiento LLME aplicado no se llevd a cabo ningln estudio
comparativo de posibles disolventes organicos para la extraccion, sino que se basb
en un procedimiento previamente desarrollado en nuestro laboratorio, para la
determinacion de OPs en muestras de agua (LOpez et al., 1998) y en € cua se
utilizd diclorometano (DCM) como mejor disolvente extractante de los compuestos
estudiados. Ademas el utilizar una técnica de microextraccion permitio trabajar con
volumenes adecuados para este tipo de muestras bioldgicas. De esta manera el
procedimiento de extraccion fue el siguiente: 5 ml de orina fueron extraidos dos
veces con 5 ml de DCM mediante agitacion en un Vortex durante 1 min. Para
eliminar cualquier resto acuoso, la fase organica se pasd a través de una pipeta
Pasteur rellena con aproximadamente 3 cm de sulfato sddico anhidro. Finalmente, €l
extracto fue concentrado mediante evaporacion a aproximadamente 40°C bajo
corriente de nitrégeno y redisuelto en 1 ml de hexano.

A continuaciéon, se procedié a la vaidacion del método seleccionado

evaluando los siguientes pardmetros (los resultados se encuentran en el articulo

cientifico de la seccién 3.2.6):

Exactitud- fue estudiada mediante ensayos de recuperacion analizando muestras de

orinafortificadas a dos niveles de concentracion (10 y 200 ng mi™).

Precisién- fue determinada como la repetibilidad en un mismo dia (n=5) de las

recuperaciones a cada nivel de fortificacion ensayado.
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Limites de deteccion (LD)- obtenidos cuando la sefial fue 3 veces &l ruido de fondo

en € cromatograma correspondiente a nivel més bajo de concentracion para €l

andlito.

El siguiente paso fue aplicar e mismo procedimiento desarrollado a la
determinacion de los compuestos OCs seleccionados en muestras de orina. La
validacion del método también se llevd a cabo a los dos mismos niveles de

concentracion (200 ng mi™ y 10 ng ml™), pero sin embargo, la cuantificacion fue
ligeramente distinta: previamente a andlisis por GC-ECD, se adiciond 200 pl de
clorfenson a las muestras. Este actud como patrén interno para mejorar la precision.
EnlaTabla 2.1 se recogen las recuperaciones y los coeficientes de variacion (CVs)
de los OCs estudiados después de la aplicacién de LLME a los dos niveles de
concentracion  ensayados. Como puede observarse, aungque las recuperaciones
fueron en la mayoria de los casos > 60%, se obtuvieron resultados aceptables para
10 compuestos, pero para € resto las recuperaciones, o hien fueron bgjas, o los

resultados no fueron consi stentes.
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Tabla 2.1. Recuperaciones y coeficientes de variacion (%) (n =5) para plaguicidas
OCs después de la aplicacion del procedimiento LLME a muestras de orina.

Compuestos 200 ng ml™ 10ngml™
a-HCH 65 (18) 105 (10)
HCB nr 42 (24)
B-HCH 89 (1) 97 (15)
Lindano nr 91 (12)
5-HCH 107 (15) 119 (2)
Endosulfan-éter 59 (12) 73(13)
Heptaclor 56 (13) 52 (9)
Aldrin 51 (11) 47 (8)
Endosulfan-lactona 86 (9) 94 (4)
Heptacloro epdxido 74 (3) 73 (13)
o-Endosulfan 76 (2) 72 (23)
Dieldrin 72 (1) 72 (12)
p,p’ -DDE 52 (10) 43 (20)
Endrin 121 (2) 110 (4)
B-Endosulfan 83(2) 77 (23)
p,p’-DDD 72 (4) 56 (9)
Endosulfan-sulfato 91 (3) 89 (4)
p,p’-DDT 67 (3) 41 (12)
Metoxiclor 89 (3) 77 (18)

nr no recuperado

A modo de gemplo, la Figura 2.1 muestra los cromatogramas correspondientes
aunamuestra de orinafortificada con OCs a un nivel de 10 ng mi™.

141



Capitulo 2 Determinacion OPsy OCs en fluidos biol6gicos. extraccién con disolventes
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Figura 2.1. Cromatogramas GC-ECD obtenidos después de la aplicacion del
procedimiento de LLME a una muestra de orina fortificada a 10 ng ml™ con las
dos diferentes mezclas de plaguicidas OCs. (1) a-HCH, (2) HCB, (3) SHCH,
(4) lindano, (5) o&HCH, (6) endosulfan-éter, (7) heptaclor, (8) aldrin,
(9) heptacloro epodxido, (10) a-endosulfan, (11) dieldrin, (12) p,p’-DDE,
(13) endrin, (14) Bendosulfan, (15) p,p’-DDD, (16) endosulfan-sulfato, (17) p,p’-
DDT, (18) metoxiclor, (*) clorfenson, patron interno

2.2.3. Analisismultiresidual en muestras de suero

Cuando se trabaja con muestras de suero, al igual que con muestras de plasma
0 sangre total, hay que considerar la limitacién de la muestra disponible. Por este
motivo, para desarrollar y optimizar €l presente procedimiento multiresidual para
analizar suero, el primer paso que se llevd a cabo fue € de obtener una mezcla
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global y homogénea de varios sueros individuales para redizar las experiencias

siempre con las mismas cualidades de matriz.

Los primeros ensayos para la determinacién de los plaguicidas OPs en
suero fueron aplicando las mismas condiciones que las utilizadas en orina. La
experiencia resultd problemética por la formacién de emulsiones debidas a alto
contenido proteinico del suero y que impidieron llevar a cabo la extraccion. Este
problema también ha sido encontrado por muchos otros autores y asi sereflgjaen la
bibliografia (Waliszewski y Szymczynski, 1991; Chang et al., 1993; Martinez Vidal
et al.,, 1998). Como consecuencia, fue necesario modificar e procedimiento de
LLME: sediluy6 lamuestra (2 ml de suero + 3 ml de agua desionizada), con lo cual
se disminuyo la complejidad de la matriz, y se adiciond un paso de centrifugacion

(durante 5 min) para romper las emulsiones.

A continuaciéon, se procedié a la vaidacion del método seleccionado

evaluando los siguientes pardmetros (resultados en € articulo cientifico de la

seccioén 3.2.6):

Exactitud- fue estudiada mediante ensayos de recuperacion analizando muestras de

suero a dos niveles de concentracion (25 y 500 ng mi™).

Precisién- fue determinada como la repetibilidad en un mismo dia (n=5) de las

recuperaciones a cada nivel de fortificacion ensayado.

Limites de deteccion (LD)- obtenidos cuando la sefial fue 3 veces &l ruido de fondo

en € cromatograma correspondiente a nivel més bajo de concentracion para €l

andlito.

Por dltimo, e procedimiento desarrollado anteriormente se aplico a la
determinacion de los plaguicidas OCs seleccionados. Pero los resultados
obtenidos no fueron satisfactorios debido a las bajas recuperaciones obtenidas para
agunos de lo compuestos a nivel més ato estudiado de 500 ng mi™ (heptaclor
(47%), aldrin (29%), heptacloro epoxido (61%), a-endosulfan (60%), dieldrin
(54%), p,p’'-DDE (18%), p,p’'-DDD (34%), p,p’-DDT (25%), metoxiclor (36%)).

143



Capitulo 2 Determinacion OPsy OCs en fluidos biol6gicos. extraccién con disolventes

A la vista de los resultados obtenidos, puede concluirse que los
procedimientos mediante LLME desarrollados en este apartado (a excepcion del
caso de plaguicidas OCs en suero) pueden resultar Utiles como método de screening
(con fines semicuantitativos), S bien puede que no sean tan apropiados para fines
cuantitativos, posiblemente por su sencillez. Para mejorar las caracteristicas
analiticas seria necesario introducir etapas adicionales de tratamiento de muestra, lo
cual alargaria el procedimiento y lo haria més tedioso y estaria expuesto a mayores
posibilidades de error. Ante esta situacion, otras alternativas mas modernas, como
SPE 0 SPME, podrian resultar més ventajosas, como se vera més adel ante.
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Capitulo 3 Determinacion de OPs y OCs en fluidos biol 6gicos mediante SPE

3.1. Introduccion

El siguiente paso, después de la aplicacion de la LLME, consistio en el
desarrollo de un método multiresidual basado en la extraccion en fase sdlida (SPE)

parala determinacién de plaguicidas en muestras de fluidos biol dgicos.

Debido a su fécil automatizacion, la SPE ha crecido répidamente,
particularmente en e andlisis de alimentos y de muestras de interés medioambiental,
en donde bagjas concentraciones de anaito pueden ser concentradas a partir de
grandes volumenes de muestra. Aungue estas ventajas no sean del todo aplicables
para €l caso de muestras de fluidos bioldgicos, la SPE resulta adecuada para estas
matrices principalmente por su selectividad y la obtencién de extractos limpios, €

ahorro de disolventes y, especialmente, la ausencia de emulsiones.

En esta técnica, los plaguicidas son retenidos en una fase adsorbente adecuada
que se encuentra empaquetada en columnas o cartuchos de extraccion, a través de
los cuales se hace pasar la muestra. Aunque comercialmente existe una gran
diversidad de materiadles que pueden utilizarse como adsorbentes, las silices
enlazadas, sobre todo C;g, son las fases que més se utilizan en el andlisis de residuos
de plaguicidas en muestras biol 6gicas.

La calidad de la extraccion en SPE depende del disolvente utilizado en la
elucion, el volumen de muestra usado, €l flujo y e pH. Evidentemente, no existe un
sistema Unico que pueda ser aplicado para un gran nimero de compuestos.
Recientemente, se han ensayado columnas conteniendo diferentes adsorbentes para

aumentar el rango de aplicacion de la SPE en € andlisis de plaguicidas,
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3.2. Experimental

En este apartado se pone a punto un procedimiento multiresidual para la
determinacion de plaguicidas OPs y OCs en muestras humanas de orina y suero
mediante SPE.

Se han investigado los mismos plaguicidas OPs (10 compuestos) y OCs (19
compuestos) estudiados en e capitulo anterior siguiendo los mismos criterios de
seleccion.

La determinaciéon de los plaguicidas se lleva a cabo mediante GC, y en
nuestro caso concreto con la instalacion de un divisor de flujos que permite la
obtencion de sefiales simultédneas en e cromatdgrafo provisto de dos detectores:
ECD y NPD, tal y como ya se comento en el apartado anterior. Por |o que respecta a
las experiencias de optimizacion del método se ha hecho uso de estos detectores,
pero cuando se aplica a muestras reaes, la confirmacion y cuantificacion de los
analitos detectados en ECD o NPD se ha llevado a cabo con un detector més
selectivo de masas (GC-MYS) para evitar falsos positivos.

El presente apartado se ha estructurado del siguiente modo: en primer lugar,
se describen detalladamente los reactivos, € materia y e equipo instrumental
utilizado; en segundo lugar, seincluye un estudio de la estabilidad de los plaguicidas
OPs y OCs en este tipo de muestras; y finalmente, se resumen las principales
experiencias realizadas para la aplicacion de la técnica SPE, primero a muestras de

orinay después a muestras de suero.
Los resultados obtenidos se resumen en € articulo cientifico:

= “Multiresidue determination of organophosphorus and organochlorine pesticides

in human biological fluids by capillary gas chromatography”

Fresenius J. Anal. Chem. , 369, 502-509 (2001)
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3.2.1. Reactivos, material y equiposinstrumentales
Reactivos

» Patrones de plaguicidas OPs: azinfos-metil, clorpirifos, diazinon, dimetoato,
fenitrotion, fention, fosmet, malation, metidation y paration-metil de 96.5-
99.7% de pureza (Dr. Ehrenstorfer, Promochem, Wesel, Alemania).

Patrones de plaguicidas OCs:. aldrin, clorfenson, dieldrin, p,p’-DDD, p,p’-

DDE, p,p'-DDT, a- y Bendosulfan y sus metabolitos (-eter, -lactona y
—sulfato), endrin, a-, #, ; y &HCH, HCB, heptaclor, heptacloro epdxido y
metoxiclor de 96.5-99.7% de pureza (Dr. Ehrenstorfer, Promochem, Wesel,

Alemania).

Se prepararon por pesada disoluciones individuales stock de cada compuesto
del orden de 500 pug ml™ en acetona, que se almacenaron en el congelador a
-18°C. A partir de estas disoluciones individuales, se prepararon tres mezclas
stocks (aprox. 50 pg ml™), una para OPs y otras dos para OCs, en acetona.
L as disoluciones de trabajo se fueron preparando por dilucién en acetona para
fortificar las muestras de fluidos bioldgicos y en hexano par inyectar en €

sistema cromatogréfico.

» Disolventes orgénicos, calidad para andisis de residuos de plaguicidas (ARP):
acetonitrilo, acetona, acetato de etilo, diclorometano, metanol, n-hexano y
metil tert-butil éter (Scharlab, Barcelona, Espafia).

» Agua calidad nanopure
Material

» Materia de vidrio: tubos graduados de 15 ml y sin graduar, provistos de tapon
de vidrio esmerilado, vasos de precipitados, pipetas Pasteur y tubos de rosca.

» Material volumétrico tipo A (pipetas, aforados, etc.)

» Bloqgue calefactor Multiblock, Selecta
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Agitador vibrador para tubos Reax 2000 (V ortex).

Cartuchos para Extraccion en Fase Sdlida de 6 ml con relleno de 500 mg de
Cys (Varian, Harbor City, CA, USA).

Sistema de preparacion de muestras por SPE (Varian, Harbor City, California,
USA), equipado con bomba de vacio.

Gases: Helio, nitrégeno e hidrégeno (99.9995% de calidad) y aire (99.995%
de calidad), utilizados en €l sistema cromatografico fueron suministrados por
Carburos Metdlicos (Barcelona, Espaiia).

Muestras

» Las muestras de orinay suero utilizadas para la etapa de optimizacion, fueron

obtenidas de personas sanas, considerdndolas poblacion no-expuesta. Las
muestras de sangre fueron recogidas por venipuncture haciendo uso de tubos
separadores de sangre vacutainer (Brand). Se dejo que la sangre precipitara, y
e suero fue extraido. Las muestras de suero fueron luego almacenadas a
-18°C hasta su andlisis.

Equipos instrumentales

» Cromatégrafo de gases Hewlett-Packard 5890 series Il equipado con dos

detectores (ECD y NPD), un autoinyector HP 7673 y una columna capilar de
silice fundida HP Ultra 2 (crosslinked 5% fenil-metil siloxano) 25 m x 0.25
mm d.i., 0.33 um. Helio fue usado como gas portador a un flujo 1 ml min™.
Temperatura del inyector, 270°C. Condiciones de ECD: temperatura 300°C,
N, 60 ml min™*. Condiciones de NPD: temperatura 270°C, He 30 ml min, H,
3 ml min?, aire 100 ml min*. El programa de temperatura del horno fue
programado de la siguiente manera: 90°C durante 1 min, a 30°C min™ hasta
150°C, a 3°C min® hasta 270°C (0.5 min). Volumen de inyeccion, 2 pl

usando autoinyector y modo splitless. La cuantificacion se llevé a cabo
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mediante el método de patron externo, y en el caso de OCs utilizando ademas

patrén interno (clorfenson).

» Cromatografo de gases Hewlett-Packard 5890 series |1 equipado con detector
selectivo de masas MSD 5971, splitless autoinyector HP 7673 y columna
capilar HP Ultra 2 similar ala anterior. Se usaron las mismas condiciones que
para GC-ECD/NPD, excepto que e flujo del gas portador fue de 0.5 ml min™.
Las caracteristicas del detector de masas fueron: modo de impacto (70 €V)
con un multiplicador de voltaje de 1659; temperatura de la linea de
transferencia 280°C; rango de masas para las experiencias en full scan 50-500
m/z. El andlisis se llevd a cabo mediante el modo de deteccion selectiva de
iones (SIM).
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3.2.2. Estabilidad de los plaguicidas organofosforados en orina y

Suero

Por € interés en conocer € tiempo de almacenamiento de las muestras de
orina y suero en nevera (4 °C) antes de su andlisis, se procedié a estudiar la
estabilidad de los plaguicidas OPs seleccionados en muestras fortificadas a un nivel
de concentracion de 200 ng ml™. En el caso de fention y clorpirifos, € estudio solo
se rediz6 para uno puesto que su resolucion en los cromatogramas no fue
satisfactoria, y por este motivo se €ligio clorpirifos por su mayor interés en la
agricultura de la zona Mediterranea. El tiempo de estudio fue de un mes, durante €l
cual se hicieron andlisis por triplicado mediante el procedimiento optimizado de
SPE en € primer dia, considerado como dia 0, y posteriormente al cabo de 3, 7, 14,
22 y 30 dias. Las Figuras 3.1 y 3.2 muestran los resultados obtenidos en las
muestras fortificadas de orinay suero, respectivamente.

Como se observa en la Figura 3.1, todos los compuestos OPs presentaron €l
mismo comportamiento en orina puesto que e perfil de la curva fue semejante para
todos ellos. Solo fueron estables durante los 3 primeros dias presentando una fuerte
reduccion de la concentracién entre los dias 3 y 7. Sin embargo, en € suero €
comportamiento resultdé méas variado: la concentracion de diazinon se mantuvo
préacticamente constante durante el periodo de estudio de 30 dias; malation y fosmet
tuvieron pérdidas considerables incluso después del tercer dia de almacenamiento; y
e resto de OPs permanecieron estables en suero durante 7 dias, aunque se
observaron disminuciones en las recuperaciones. Como se puede observar, a
excepcion de malation y fosmet, los plaguicidas OPs resultaron, en general, algo
més estables que en orina, posiblemente debido a mayor contenido lipidico en

suero, que puede contribuir a aumentar su estabilidad.
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Figura 3.1. Estabilidad de los plaguicidas OPs seleccionados en orina humana
almacenada a 4°C.
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Figura 3.2. Estabilidad de los plaguicidas OPs seleccionados en suero humano
almacenado a 4°C.
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3.2.3. Estabilidad de los plaguicidas organoclorados en suero

El estudio de la estabilidad de los 19 plaguicidas OCs seleccionados en una
muestra de suero (mezcla de varios sueros individuales) se llevd a cabo usando una
muestra fortificada a 100 ng ml™ y almacenada en nevera (4°C) durante un mes. El
planteamiento de trabajo fue idéntico a apartado anterior. La Figura 3.3 muestra la
variacion de las recuperaciones con € tiempo de amacenamiento para los

plaguicidas OCs investigados.

A la vigta de los resultados obtenidos, la mayoria de los compuestos OCs
estudiados en suero resultaron relativamente estables durante € mes de
almacenamiento, aunque hubo agunos casos, tales como OHCH, a- y [
endosulfan, en los que e tiempo de vida media fue un poco menor que el resto. El
compuesto que se comportd de una més anémala fue p,p’-DDT, cuya cantidad se
redujo a la mitad en solo 3 dias y después permanecié estable a ese nivel.
Posiblemente, ese comportamiento pueda explicarse su rapida degradacion
metabdlica a otros derivados o por procesos de adsorcion.
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Figura 3.3. Estabilidad de los plaguicidas OCs seleccionados en suero humano
almacenado a 4°C.
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Figura 3.3 (cont.). Estabilidad de los plaguicidas OCs seleccionados en suero

humano almacenado a 4°C.
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Figura 3.3 (cont.). Estabilidad de los plaguicidas OCs seleccionados en suero
humano almacenado a 4°C.
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3.2.4. Analisis multiresidual en muestras de orina

Las primeras aplicaciones de la técnica SPE se llevaron a cabo con la
determinacion de los plaguicidas OPs seleccionados en muestras de orina
humana. El procedimiento SPE estuvo basado en la experiencia obtenida durante
una estancia de un mes de la autora de esta Memoria en el Departamento de
Hidrogeologiay Quimica Analitica de la Universidad de Almeria, en Abril-Mayo de
1998, y cuyo procedimiento queda descrito en la bibliografia por Martinez Vida y
colaboradores (1998).

El primer paso de la optimizacion fue el de la eleccién del disolvente organico
para eluir la muestra de los cartuchos SPE utilizados (Cig, 500 mg). Un total de 5

disolventes con diferentes polaridades fueron investigados. metanol, DCM,
acetonitrilo, acetato de etilo y MTBE. De todos ellos, el MTBE fue € que dio
mejores resultados en cuanto a valores de recuperacion, puesto que con €l resto las
recuperaciones fueron bajas e incluso, algunos plaguicidas no se recuperaron. A
modo de gemplo, en las Figura 3.4 A y 3.4 B se muestran dos cromatogramas
correspondientes a una muestra de orina fortificada a 200 ng ml™ con los plaguicidas
OPs después de aplicar € procedimiento de SPE eluyendo en un caso con MTBE y
en € otro con acetato de etilo. A lavista de estas figuras, se observa que la respuesta
cromatogréfica de los analitos fue mucho mayor en el caso de la elucion con MTBE.
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Figura 3.4. Cromatogramas GC-NPD correspondientes a una muestra de orina
fortificada a 200 ng ml™ después de la elucién SPE con 5 ml de MTBE (A) y 5 ml
de acetato de etilo (B). (1) dimetoato, (2) diazinon, (3) paration-metil,
(4) fenitrotion, (5) malation, (6) fention, (7) clorpirifos, (8) metidation, (9) fosmet,
(10) azinfos-metil.
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La Figura 3.5 muestra e esguema del procedimiento SPE aplicado a la
determinacion de plaguicidas OPs en muestras de orina y de suero, como se vera

posteriormente.

Acondicionamiento Retencién
5 ml MeOH 10 ml muestra
5ml MTBE (5 ml orina+ 5 ml agua)
3 ml agua |:> (2 ml suero + 8 ml agua)

!

Elucion Lavado

5ml MTBE 3ml agua

(=
~—

Evaporacion a sequedad con N,

1 ml hexano

analisis GC

Figura 3.5. Esquema del procedimiento SPE desarrollado para la determinacion
de plaguicidas en fluidos bioldgicos.
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Una vez seleccionado el disolvente orgénico para la elucion, se llevé a cabo

lavalidacién del método evaluando |os siguientes parametros:

Exactitud- fue estudiada mediante ensayos de recuperacion analizando muestras de

orinafortificada a dos niveles de concentracion (10 y 200 ng mi™).

Precisiéon- fue determinada como la repetibilidad en un mismo dia (n=5) de las
recuperaciones a cada nivel de fortificacion ensayado.

Limites de deteccién (LD)- obtenidos cuando la sefial fue 3 veces € ruido de fondo

en € cromatograma correspondiente a nivel mas bajo de concentracion para €l
analito.

L os resultados fueron, en general, satisfactoriosy se encuentran reflgjados en

€ articulo cientifico del apartado 3.2.6.

A continuacion, el procedimiento desarrollado se aplico a la deter minacion

de los 19 compuestos OCs seleccionados en muestras de orina. La validacién del

método también se llevd a cabo a dos niveles de concentracion 200 ng mi™ty
10 ng mi™* (n = 5). La Tabla 3.1 muestra las recuperaciones y CVs de los OCs
investigados después de la aplicacion dd procedimiento de SPE, y utilizando

clorfenson como patrén interno.
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Tabla 3.1. Recuperaciones y coeficientes de variacion (%) (n =5) correspondientes
a los plaguicidas OCs estudiados después de la aplicacion del procedimiento SPE
amuestras de orina.

Compuestos 200 ng ml™ 10 ng ml™
o-HCH 69 (10) nr
HCB 49 (4) nr
B-HCH 64 (11) 41 (3)
Lindano 69 (4) 31(13)
0-HCH 84 (4) 66 (18)
Endosulfan-éter 59 (8) nr
Heptaclor 64 (9) nr
Aldrin 55 (8) nr
Endosulfan-lactona 37(7) 56 (19)
Heptacloro epdxido 70 (5) 32(3)
o-Endosulfan 75 (3) 37 (3)
Dieldrin 72 (2) 38 (1)
p,p’-DDE 66 (3) 58 (23)
Endrin 145 (3) 61 (1)
[3-Endosulfan 72 (5) 42 (1)
p,p’-DDD 80 (2) 75 (14)
Endosulfan-sulfato 71(9) 45 (1)
p,p’-DDT 92 (3) 61 (25)
Metoxiclor 106 (2) 64 (1)

Nnr no recuperado

Como puede observarse, los resultados no son del todo satisfactorios. Al nivel
alto de concentracion, aunque algunas recuperaciones se encontraron en el rango 37-
66% (HCB, B-HCH, endosulfan-éter, heptaclor, aldrin, endosulfan-lactona y p,p’-
DDE), la precision fue atamente aceptable (<10%). En e nivel méas bago, la
situacion resultd bastante desfavorable puesto que se obtuvieron elevados CV's (es €l

caso de 23% para p,p’-DDE o0 de 25% en e caso de p,p’-DDT) y muy bajas
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recuperaciones (32-75%). La asignacion de nr en la tabla anterior correspondié a

plaguicidas con valores de recuperaciones < 20%.

3.2.5. Analisis multiresidual en muestras de suero

Una vez aplicado e procedimiento de SPE a muestras de orina, se procedié a
estudiarlo parala deter minacién de plaguicidas OPs en muestras de suero con una
ligera modificacion en cuanto a volumen de muestra acuosa gque se pasaba a través
del cartucho de SPE: 2 ml de suero y 8 ml de agua. La reduccién en e volumen
utilizado de la muestra de suero fundamentalmente se hizo basandose en la poca

cantidad disponible en este tipo de muestra.

Posteriormente, también se aplicd a la determinacion de los plaguicidas

OCs en suero humano. En ambos casos, la validacion del método se llevd a cabo

estudiando las recuperaciones y las precisiones a dos niveles de concentracién. Los
resultados fueron, en general, satisfactoriosy se encuentran reflegjados en el articulo
del apartado 3.2.6.

La conclusién final de las experiencias redlizadas es que la técnica SPE
resulté adecuada para la determinacion de los plaguicidas OPs, tanto en muestras de
orina como de suero; sin embargo, en el caso de los OCs solo se encontré aplicacion
aceptable en el andlisis de suero. Estos compuestos presentaron un comportamiento
poco consistente en las muestras de orina cuando fueron extraidos mediante €l

procedimiento de SPE, tal como se ha podido observar en laTabla 3.1.

El procedimiento optimizado de SPE se ha aplicado al andlisis de muestras reales de
suero, habiéndose detectado en todas ellas HCB y p,p’-DDE en un rango de concentracién
0.8-38 ng mi™. También se analizaron muestras reales de orina, encontrandose endosulfan
sulfato (55 ng mi™) en una de ellas, y fosalone, en tres muestras correspondientes a
trabgjadores agricolas. Estos resultados se pueden encontrar en € articulo cientifico

correspondiente (apartado 3.2.6).
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3.2.6. Articulo cientifico 1: Fresenius JAna Chem (2001), 369, 502.

MULTIRESIDUE DETERMINATION OF ORGANOPHOSPHORUS AND
ORGANOCHLORINE PESTICIDES IN HUMAN BIOLOGICAL FLUIDS BY
CAPILLARY GASCHROMATOGRAPHY

E. Pitarch F.J. Lépez R. Serrano F. Herndndez

Anaytica Chemistry, Experimental Sciences Dept., University Jaume |, P.O. Box
224, 12080, Castellon, Spain; E-mail: hernandf @exp.uji.es

Received: 8 September 2000/ Revised: 18 December 2000 / Accepted: 12 December 2000

Abstract

Two multiresidual analytical methods for the simultaneous determination of
organophosphorus and organochlorine pesticides in human urine and serum samples
are described. The first approach is based on liquid-liquid microextraction with
dichlorometane, and the second uses solid-phase extraction with Cig. In both
methods, the extracts are analyzed by capillary gas chromatography using nitrogen-
phosphorus detection (NPD) and electron-capture detection (ECD). Limits of
detection of the overall procedure of analysis are at the low ng mL™. Stability
experiments have been performed in spiked urine and serum samples stored at 4°C
during 1 month. Finally, the solid-phase extraction procedure was applied to real-
world samples. Quantification was performed by NPD or ECD, and confirmation of

peaks was carried out by using mass-selective detection (MSD).

Introduction

Exposure to hazardous pesticides is a concern of the general population,
especially residents living near industrial or contaminated places and, obviously, in

the agricultural population. The best way to measure the exposure to these
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contaminants is to determine those chemicals or their metabolites directly in
biological fluids, a technique sometimes called biologica monitoring [1].
Consequently, fast, accurate and sensitive analytical methods are necessary for the

estimation of human exposure.

Inhibition of blood cholinesterase activity can be a valuable indicator of
exposure to organophosphorus pesticides (OPPs) [2], but this inhibition is not
specific for acute OPPs intoxication, because carbamate pesticides also cause it.
OPPs are usually rapidly metabolised and excreted, and so, individual daily
exposure to these insecticides is often measured by determination of alkyl phosphate
in urine or blood [3-5], or by determination of specific metabolites in urine samples
[6-8].

In cases of acute intoxication the analysis of pesticide residues in biological
fluids would be of extreme interest. Although most pesticides used nowadays are
rapidly metabolised and consequently many phenols and other polar compounds are
found as conjugates in liver and urine [9], the presence of the parent compound can
aso be expected in some cases. Thus, parent pesticides have been reported in
patients with acute drug toxicity as a result of accidental or suicide-intended

consumption [10-15].

Regarding lipophilic organochlorine pesticides (OCPs), residues of the parent
compound or metabolites are assimilated and stored in the lipid portion of adipose
tissues. Residues of these chemicals may also be detected in the lipid portion of
fluids as milk and blood serum. Other chemicals such as some OCPs and
chlorophenoxy herbicides are capable of passing directly through the human body
virtually intact and are then excreted.

The determination of pesticide residues in blood and serum samples usualy
requires the application of clean-up steps to remove interferences and reduce the
detection limits of the procedures. Different clean-up techniques of different
complexity have been reported, especially for the determination of organochlorine
compounds, by the most studied chemicals in this type of matrix. Treatment with
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sulfuric acid has been widely used in combination with solvent extraction using
hexane [16] or petroleum ether-acetone [17]. In some cases, sulfuric acid has been
also applied together with solid-phase extraction (SPE) using adsorbents such as
Florisil [18] or Cyg [19]. Atuma and Aune [20] proposed a laborious procedure for
OCPs and PCBs in serum where, after extraction with hexane-ether, two sulfuric
acid treatments and purification by HPLC on a silica gel column were applied. In
this way, very good LODs were obtained (2-7 pg g* for PCBs and 1-7 pg g for
OCPs), enabling determination of low organochlorine levels in both exposed and
non-exposed population. SPE has been widely used for clean-up purposes for the
determination of different organochlorine compounds in serum and urine samples,
using Florisil [21-23] or a two-steps clean-up with Florisil and silicagel [24].
Usually, the application of procedures with laborious clean up steps leads to cleaner
extracts and, consequently, to lower detection limits, although risks of analytical

errors in sample treatment al so increase.

SPE has been also applied, mostly using Cig cartridges, for the isolation of
OCPs from samples such as wildlife plasma [25], whole blood samples from
agricultural workers [26], human and bovine sera [23], and for the extraction of
other type of pesticides such as carbamates [27], triazines [28], 2,4-D [29], and
pyrethroids metabolites [30].

Several OPPs have also been isolated by use of SPE for the sample treatment
before GC analysis. Thus, Ameno et al. [11] reported the extraction of dipterex from
serum samples, on Cyg cartridges, before its determination by GC-NPD, and Liu et
al. [12] aso used Cig SPE for isolation of eleven OPPs from human urine and

plasma.

In this paper, ten OPPs widely used in the agricultural practices of our area
have been selected in order to investigate their behaviour. Two multi-residue
methods applied to human serum and urine were applied: one is based on the use of
solid-phase extraction (SPE) and the other on liquid-liquid microextraction (LLME).

Development and optimization have been carried out by use of GC-NPD. The
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procedures optimized for OPPs have been also tested for sixteen OCPs currently
investigated by the Environmental Protection Agency (EPA), and also for three
endosulfan metabolites which are rapidly excreted in the urine and feces
(endosulfan-ether, -lactone and -sulfate). In this case, GC-ECD was used for their
determination. Finaly, the recommended procedures have been applied to real-
world samples from exposed and non-exposed persons, using GC-MSD for the
confirmation of the identities of the compounds detected.

Experimental

Chemicals

Pesticide standards (azinphos-methyl, chlorpyrifos, diazinon, dimethoate,
fenithrothion, fenthion, malathion, methidathion, parathion-methyl, phosmet, adrin,
dieldrin, p,p’-DDD, p,p’-DDE, p,p’-DDT, a- and B- endosulfan and their
metabolites [-ether, -lactone and —sulfate], endrin, a-, B-, y- and &HCH,
hexachlorobenzene, heptachlor, heptachlorepoxide and methoxichlor) were
purchased from Dr. Ehrenstofer (Promochem, Wesel, Germany) and used without
further purification. Three stock standard solution mixtures (ca. 50 pg mL™), one for
OPs pesticides and two for OC insecticides, were prepared in acetone from stock
individual standards. Working solutions of pesticides for sample spiking were
prepared by dilution with acetone. Standard solutions for injection in the GC
systems were prepared by dilution with n-hexane. Organic solvents (dichlorometane,
n-hexane, methanol, acetone and methyl tert-butyl ether) were used for pesticide
residue analysis (Scharlau, Barcelona, Spain). Anhydrous sodium sulfate (Scharlau)
was of pesticide-residue grade and was purified by heating at 300°C overnight. 500
mg Cyg cartridges (Varian, Harbor City, CA, USA) were used for solid-phase
extraction. Urine samples were obtained from healthy subjects, assumed to be non-

exposed. Blood samples were collected by venipuncture by use of serum separator
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vacutainer (Brand) blood tubes. The blood was left to clot, and the serum was

extracted. Serum samples were then stored at -18°C until analysis.

Helium, nitrogen and hydrogen gas of quality 99.9995% and air of quality
99.995% were supplied by Carburos Metdlicos (Barcelona, Spain).

Equipment

GC andysis was peformed on a Hewlett-Packard 5890 series |l
chromatograph with electron-capture (ECD) and nitrogen-phosphorus detectors
(NPD), equipped with an HP 7673 autosampler. Splitless injections of 2 ul (purge
off time: 1 min) were performed on a 25 m length x 0.25 mm I.D. fused-silica HP
Ultra 2 capillary column coated with a 0.33 um film of crossinked 5% phenyl-
methylsiloxane. Helium was used as carrier gas a a flow-rate of 1 mL min™.
Injector temperature was 270°C. ECD conditions: temperature 300°C, N, 60 mL
min™. NPD conditions: temperature 270°C, He 30 mL min*, H, 3 mL min™, air 100
mL min™. The oven temperature was programmed as follows: 90°C for 1 min, at

30°C min to 150°C, at 3°C min to 270°C with afinal hold for 0.5 min.

GC-MS was performed on a Hewlett-Packard 5890 series |1 equipped with an
HP 7673 autosampler and an MSD 5971 mass-selective detector, using the same
conditions as for GC-ECD/NPD, except that the carrier gas flow rate was 0.5 mL
min®. Mass detector characteristics were: electron impact (70 €V) mode with

electron multiplier voltage of 1659; temperature of transfer line was 280 °C.

Extraction procedures

Solid-phase extraction (SPE). A 10-mL sample (5 mL of urine diluted with 5
mL water, or 2 mL serum diluted with 8 mL water) was passed through a 500 mg
Cys cartridge previously conditioned by passage of 5 mL methanol, 5 mL methyl
tert-butyl ether (MTBE), and 3 mL deionized water, avoiding dryness. After loading
the sample, cartridges were washed with 3 mL deionized water. Sample flow-rate
was adjusted to approximately 6-8 mL.min™. The cartridges were dried by passage
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of air by use of avacuum for 10-15 min and compounds were then eluted with 5 mL
MTBE. The extract was evaporated to dryness under a gentle nitrogen stream at 40

°C and the residue was dissolved in 1 mL of n-hexane for GC analysis.

Liquid-liquid microextraction (LLME). A 5-mL urine sample was shaken
mechanically (Vortex) twice with 5 mL dichlorometane (DCM) in a glass tube for 1
min. The organic layer was then separated and dried by passage through a glass
pipette packed with a 3 cm layer of anhydrous sodium sulfate. The extract was
evaporated to dryness under a gentle nitrogen stream at 40 °C and the residue was

dissolved in 1 mL n-hexane for injection into the gas chromatograph.

In the case of human serum, the sample was diluted with deionized water (2
mL sample and 3 mL water), the extraction time was 5 min, and the extract was
centrifuged to remove the emulsion obtained, because solvent extraction of this

matrix was more difficult.

Results and discussion

Firstly, the stability of the OPPs in urine and serum samples spiked at 200 ng
mL™ and stored in a glass container for 1 month at 4°C was studied. Aliquots of
stored samples were analyzed by triplicate after O, 3, 7, 14, 21 and 28 days by
applying the optimized SPE procedure. Results obtained revealed that OPPs were
stable in urine samples for 3 days only; a substantial decrease in concentration was
observed between day 3 and day 7. However, most of the compounds remained
stable in serum samples for up to 7 days although a small decrease in recoveries was
observed, except for malathion and fosmet, for which losses were substantial even
after storage for three days. This higher stability in serum samples could be
explained by the presence of lipids in this matrix, which probably has a positive
influence on pesticides solubility and stability. As an example, Fig. 1 shows the
variation of concentration with time for four OPPs in urine, serum and water
matrices; this figure is representative of the general pattern for all OPPs in different

matrices.
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The stability of OCPs in serum samples spiked at 100 ng mL™ was aso
investigated similarly. Results obtained showed that al these compounds were
stable in this matrix over the entire period studied (30 days).

ng/mL . . ng/mcL .
300 Fenithrothion 300 Malahion
L] B
200 T = =
100 —I
r T 0 - T T !
0 10 20 30 0 10 20 30
days days
ng/mL . . ng/mL :
300 Methidathion 300 Azinphos -methyl
l__g—' w —=
200 200
O T T T T O T T T 1
0 10 20 30 0 10 20 30
days days
= water + urine serum

Fig.1 Stability of several OPPsin urine and serum matrices stored at 4°C

Urine

Firstly, SPE and LLME were used to determine the OPPs in urine. The SPE
procedure was based on that previously described by Martinez Vidal et a. [31] for
the determination of endosulfan in human urine. 500 mg Cy; cartridges and different

elution solvents (acetonitrile, dichlorometane, ethyl acetate, methanol and methyl
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tert-butyl ether) were initially tested. The last (MTBE) was chosen for subsequent
experiments because of the higher recoveries obtained. Moreover, the LLME
procedure applied was based on a procedure previously developed in our laboratory
for the determination of OPPs in water samples [32], but using dichlorometane as
extractant, because it has been widely used for extraction of OPPs from aqueous
samples[33, 34].

Both extraction procedures were applied (five replicates) to human urine
spiked at two levels (10 and 200 ng mL™). Results obtained are summarized in Table
1, showing that SPE led to satisfactory recoveries (higher than 80%) with
coefficients of variation below 10% for both spiking levels. The only exception was
dimethoathe, one of the most widely used OPPs, at the 10 ng mL™ level; this was
frequently poorly recovered in Cig SPE procedures. However, recoveries were less
satisfactory when LLME was applied, especialy at the lowest spiking level. Poor
results were obtained for chlorpyrifos, probably because of its lower polarity and
also overlapping with the peak corresponding to fenthion in the chromatograms,
which made quantification difficult. The precision of the LLME procedure was also

significantly worse than for SPE.

Table 1 also shows detection limits calculated as three times the background
noise from the chromatograms corresponding to urine samples spiked at 10 ng mL™.
They were found to be quite similar for both procedures, and mostly ranging from
05to2ngmL™

Figure 2A shows a GC-NPD chromatogram corresponding to an urine sample
spiked at 10 ng mL™, after application of the SPE procedure.

These extraction procedures were also tested for OCPs in human urine
samples spiked at 200 and 10 ng mL™, to evaluate their feasibility as wide-scope
methods for multireside analysis. The results obtained were | ess satisfactory than for
OPPs and the use of a surrogate standard (chlorfenson) was necessary for
quantification. In general, recoveries were higher than 60% for most of the

compounds, but most of the data were inconsistent. Recoveries were poor (ca. 40%)

171



Capitulo 3 Determinacion de OPs y OCs en fluidos biol 6gicos mediante SPE

for some of the compounds of interest, e.g. HCB, heptachlor, aldrin and p,p’-DDE.
These results for OCPs could be explained by the fact that the procedures were
optimized for OPPs. However, even if organochlorine compounds were sometimes
not completely recovered, both procedures could be useful for the determination of
OPPs and for detection of the presence of OCPs in screening studies performed in
urine samples. More accurate results for OCPs would require the optimization of a
specific analytical procedure.
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T 1 T T T T T T T T
6 8 10 12 14 16 18 20 22 ime (min)
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21000 —: 2 4 B
20000 —-
] 5 6
7 8
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6 8 10 12 14 16 18 20 22 . .
time (min)

Fig. 2 GC-NPD chromatograms obtained after SPE of a urine sample fortified at
10 ng mL™ (A) and a serum sample fortified at 25 ng mL™ (B) with OPPs. (1)
dimethoate, (2) diazinon, (3) parathion-methyl, (4) fenitrothion, (5) malathion, (6)
fenthion, (7) chlorpyrifos, (8) methidathion, (9) phosmet, (10) azinphos methyl
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Table 1. Mean recoveries, coefficients of variation, and limits of detection (LOD) for OPPs after application of SPE and LLME to
samples of human urine samples fortified at 200 and 10 ng mL™ (n = 5).

SPE LLME

200ngmL™* 10ngmL™ LOD (ngmL™) 200ngmL™ 10ngmL®* LOD (hgmL™)

1 Dimethoate 102 (8) 68 (20) 1.4 93 (12) 72 (23) 2.0
2 Diazinon 96 (2) 96 (7) 0.6 77 (12) 61 (18) 3.0
3 Methyl-parathion 96 (4) 103 (10) 15 84 (16) 84 (2) 2.0
4 Fenitrothion 95 (3) 103 (3) 0.6 87 (10) 86 (9) 0.7
5 Malathion 90 (5) 99 (4) 05 94 (15) 93 (2) 2.0
6 Fenthion 96 (2) 99 (1) 0.8 91 (12)® 85 (13)* 0.7
7 Chlorpyrifos 97 (3) 97 (1) 0.7 64 (20)° 50 (21)® -
8 Methidathion 94 (6) 108 (3) 0.9 99 (11) 107 (3) 2.0
9 Phosmet 83 (9) 109 (5) 2.0 93 (11) 114 (9) 2.0
10 Azinphos-methyl 96 (8) 107 (1) 17 109 (15) 98 (17) 6.0

2 Peaks 6 and 7 were not well resolved
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Serum

The application of LLME and SPE to serum samples required a prior dilution
with deionized water to simplify the matrix, and also because of the limited volume
of sample available. The extraction time was aso increased to 5 minin LLME, and
the extract was centrifuged to break the emulsions obtained. This problem when

extracting serum samples has also been reported by other authors [17, 31, 35].

Data for serum samples spiked with OPPs at 500 and 25 ng mL™ are shown in
Table 2 (n=5). It is apparent that SPE was more satisfactory than LLME regarding
both recoveries and coefficients of variation. The low recoveries for dimethoate
(lower than 50%) and phosmet, and especially the poor repeatability for these

compounds, made solvent extraction inadequate for their determination.

In general, the poor results obtained by LLME could be explained by
problems in the handling of these samples, especially the formation of emulsions.
Thus, it can be concluded that SPE procedure was more suitable for this kind of

matrix.

Detection limits for the SPE procedure (Table 2), caculated from
chromatograms obtained from serum samples spiked at 25 ng mL™, were between 1
and 5 ng mL™, except for azinphos-methyl (10 ng mL™). Figure 2B shows the
chromatogram obtained after SPE of a serum sample spiked with 25 ng mL™ OPPs.

SPE was aso applied to serum samples spiked with selected OCPs at two
levels, 200 and 10 ng mL™ (n = 5), using chlorfenson as internal standard for
quantification (Table 3). Recoveries obtained were higher than 70% for most
compounds at the two levels tested. Endosulfan-lactone was not recovered.
Coefficients of variation at the high level were found to be lower than 12%, whereas
at the 10 ng mL™ level they were ca. 20%, which could be acceptable in trace
analysis. Detection limits calculated from the chromatograms corresponding to 10
ng mL™* varied between 0.7 (HCB) and 3.6 (p,p’-DDT) ng mL™. LODs obtained for

organochlorine compounds such as p,p' DDE and HCB were sufficiently low for
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their determination in both the non-exposed and exposed population, according to
the levels reported in different monitoring surveys. However, for other compounds
as B-HCH and p,p’-DDT the procedure would only be suitable for the exposed
population [16, 22, 24, 26].

Figure 3 shows the chromatograms obtained after SPE of a serum sample
spiked at 10 ng mL™ with two mixtures of OCPs.
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Fig. 3 GC-ECD chromatograms obtained after SPE of a serum sample fortified at
10 ng mL?* with two different mixtures of OCPs. (1) a-HCH,
(2) Hexachlorobenzene, (3) f#HCH, (4) yHCH, (5) &HCH, (6) endosulfan ether,
(7) heptachlor, (8) aldrin, (9) heptachlor epoxide, (10) a-endosulfan, (11) dieldrin,
(12) p,p’-DDE, (13) endrin, (14) Bendosulfan, (15) p,p’-DDD, (16) endosulfan
sulfate, (17) p,p’-DDT, (18) methoxichlor, (*) chlorfenson, internal standard
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Table 2-. Mean recoveries, coefficients of variation, and limits of detection (LOD) for OPPs after application of SPE and
LLME to samples of human serum samples fortified at 500 and 25 ng mL™ (n =5).

SPE LLME
500ngmL™* 25ngmL? LOD (ngmL™) 500ngmL?*  25ngmL™*
2 Diazinon 88 (7) 86 (6) 1 71(21) 98 (26)
3 Methyl-parathion 91 (11) 93 (5) 5 92 (16) 59 (4)
4 Fenitrothion 95 (10) 92 (5) 1 78 (19) 45 (14)
5 Malathion 75 (10) 69 (10) 2 75 (18) 53 (1)
6 Fenthion 86 (8) 88 (11) 2 98 (16) a
7 Chlorpyrifos 87 (15) 87 (13) 2 26 (41) é
8 Methidathion 100 (11) 105 (6) 3 104 (7) 93 (27)
9 Phosmet 70 (22) 57 (20) - 96 (9) 46 (9)
10 Azinphos-methy! 119 (8) 121 (7) 10 112 (15) 53 (13)
& Peaks not resolved
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Table 3. Mean recoveries, coefficients of variation and limits of detection (LOD)
for OCPs after application of SPE procedure to human serum fortified at 200 and
10 ng mL™ (n=5).

200ngmL™ 10ngmL™ LOD (hgmL™)

1 a-HCH 68 (6) 106 (12) 12
2 Hexachlorabenzene 75 (9) 77 (18) 0.7
3 B-HCH 79 (5) 109 (15) 2.3
4 y-HCH 87 (12) 104 (20) 0.9
5 &HCH 87 (9) 114 (20) 1.9
6 Endosulfan-ether 69 (5) 83(23) 0.8
7 Heptachlor 67 (8) 102 (23) 14
8 Aldrin 63 (5) 78 (23) 1.2
9 Heptachlorepoxide 72 (6) 83(19) 12
10 a-Endosulfan 71 (5) 86 (21) 1.0
11 Dieldrin 72 (4) 96 (16) 1.0
12 p,p’-DDE 73(9) 108 (18) 0.9
13 Endrin 90 (6) 109 (21) 1.6
14 B-Endosulfan 74 (4) 83 (18) 1.2
15 p,p’-DDD 84 (10) 89 (21) 1.7
16 Endosulfan-sulfate 75 (5) 88 (19) 2.3
17 p,p’-DDT 90 (8) 114 (18) 36
18 Methoxichlor 83 (5) 132 (19) 2.3

Finally, the overall SPE procedure was applied to human urine and serum
samples spiked with a mixture of all the 29 compounds studied. The high resolution
of the GC capillary column enabled the satisfactory separation of most of the
analytes and impurities in such a way that no co-elution was observed in the NPD
chromatogram. However, the several pesticides (B-HCH/y-HCH, malathion/aldrin,
fenthion/chlorpyrifos, endosulfan-lactone/heptachlorepoxide, and dieldrin/p,p’-
DDE) co-eluted when GC-ECD was used. Nevertheless, the use of GC-MSD for
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confirmation of peak identity in real-world samples enabled the selective

identification and quantification of co-eluted compounds.

Application to real samples

The application of the SPE procedure to ten serum samples revealed the
presence of HCB and p,p’-DDE in all the samples at concentration levels between
0.8 and 1.2 ng mL™ (HCB) and between 5 and 38 ng mL™ (p,p’-DDE). Figure 4
shows the ECD chromatogram obtained from a sample containing 0.8 ng mL™ HCB
and 16.2 ng mL™ p,p’-DDE. The identity of these compounds was confirmed by
analysis of the hexane extracts by GC-MS in selected ion monitoring mode (SIM),
using the single ions 249, 284, and 286 for HCB, and 246 and 318 for p,p’-DDE.
Determination of these compounds by GC-MS in full-scan mode was not feasible,
because of the low sensitivity of our chromatographic equipment. Three of these
serum samples were also analyzed by an aternative method developed in our
laboratory based on headspace Solid Phase Microextraction (SPME) then GC-MS
analysis, using isotopically labelled HCB as surrogate standard for quantification.
Results obtained by SPME confirmed the concentrations found for p,p’-DDE
(SPME and SPE results in ng mL™: sample 1 6.4/6.4; sample 2 6.7/6.7; sample 3
5.9/7.9), athough they were a little higher for HCB (SPME and SPE results in ng
mL™: sample 1 2.1/0.8; sample 2 1.8/0.9; sample 3 1.9/1.1).

The SPE procedure was aso applied to ten urine samples from non-
agricultural and agricultural workers. Pesticides were detected in four samples and
endosulfan sulfate was the only OCP detected (in one sample only). On the other
hand, the organophosphorus pesticide phosal one was detected in three urine samples
collected from agricultural workers, although this compound was not included in our
method development. The identity of these two pesticides was always confirmed by
GC-MS in full scan mode. As an example, Fig. 5 shows the GC-MS chromatogram
obtained for the sample containing endosulfan sulfate. Quantification was achieved
by use of GC-MS in SIM mode using the single ions 386, 272, and 229 for
endosulfan sulfate, and 367, 182, and 221 for phosalone. The concentration of
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endosulfan sulfate was found to be 55 ng mL™. The urine sample containing
endosulfan sulfate was also analyzed by a method that we have developed based on
SPME by direct immersion of the fiber in the ten fold-diluted urine sample and
subsequent analysis by GC-MS. The concentration of the compound was 33 ng

mL ™.

Concentration levels of phosalone ranged between 18 and 66 ng mL™ in three
urine samples. This finding was not expected, because phosalone should be excreted
in urine mainly as glucuronide; its presence as free pesticide, therefore, be indicative
of exposure to extremely high levels, which evidently did not happen. We do not
have enough data on the agricultural workers investigated to obtain a clear

conclusion. In future studies we will consider this problem carefully.

Response 2

18000

14000

1 1
10000 ’:

6000 ]

T . .
10 15 20 25 30 Time (min)

Fig. 4 GC-ECD chromatogram obtained from a sample of human serum
containing (1) hexachlorobenzene and (2) p,p’'DDE, analyzed by the SPE
procedure.
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Fig.5 GC-MSD chromatogram (full scan mode) obtained from a sample of human
urine containing endosulfan sulfate, analyzed by the SPE procedure.

Conclusions

Two wide-scope multiresidue procedures have been evaluated for analysis of
10 OPPs and 18 OCPs in human urine and serum. One procedure was based on
LLME with DCM, the other on Cy3 SPE. The results obtained by use of spiked
samples indicated that both procedures could be used for the rapid multireside
analysis of pesticides in human urine, but in serum samples the SPE procedure was
far more adequate. In summary, SPE was faster, less tedious, and also avoided the

formation of emulsions often encountered in LLME. SPE also led to extracts cleaner
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than those of LLME, which usually required an additiona clean-up step. Limits of
detection were occasionally insufficient for monitoring pesticide residues in the non-
exposed population, athough they were appropriate for the analysis of the higher

levels encountered in the exposed population.

At present, our group is investigating the application of other extraction
methods, e.g. the direct immersion and headspace solid phase microextraction, for
the isolation of pesticides from biological fluids. The use of mass spectrometry for
detection (GC-MS and, preferably, GSMSMYS), the use of labelled surrogate
standards, and calibration by use of standards in sample matrices is also a subject of

interest under investigation.
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4.1. Introduccion

En los capitulos anteriores se ha estudiado la aplicacién de técnicas
convencionales para la determinacion de plaguicidas en fluidos biolégicos, tales
como la extraccion con disolventes (LLME) y la SPE. En este capitulo se va a
estudiar la aplicacion de una técnica més novedosa, como es la microextraccion en
fase sdlida (SPME), libre de disolventes y mas rgpida y simple gue los métodos

tradicionales.

La microextraccion en fase solida es una técnica de preparacion de muestra
revolucionaria, que fue introducida por Pawliszyn y colaboradores a principios de
1990 para €l andlisis de compuestos organicos (Belardi y Pawliszyn, 1989; Arthur y
Pawliszyn, 1990). En esta técnica, los pasos de extraccion y concentracion en lafase
de preparacion de la muestra se simplifican en una sola etapa, 1o cua supone una
reduccion del tiempo de andlisis y de la manipulacién de la muestra, asi como una

diminucién de los errores generados por laintroduccion de pasos adicionales.

Algunas de las aplicaciones de la técnica SPME en andisis biomédicos,
incluyendo determinaciones de drogas, metabolitos, sustancias enddgenas, toxicos y
contaminantes medioambi entales por medio de técnicas cromatograficas (GC y LC),
han sido revisadas por Ulrich en 2000 (Ulrich, 2000). También en e mismo afio,
Mills y Walker (2000) publicaron un trabajo de revision de las aplicaciones de la
técnica SPME en modo espacio de cabeza para €l andlisis de fluidos bioldgicos y
otros materiales por medio de técnicas cromatogréficas de gases. En este trabgjo
quedo reflejado € futuro potencial de la técnica SPME en métodos de rutina de

muchos laboratorios, que implican andlisis de muestras biol égicas.

Beltran y colaboradores (2000) también han estudiado las aplicaciones de esta
técnica, concretamente en el campo del andlisis de residuos de plaguicidas. Han
realizado una completa revision de laliteratura existente considerando las diferentes
aplicaciones, divididas de acuerdo a las familias de los plaguicidas (OCs, OPS,
triazinas, tiocarbamatos, uracilos sustituidos, derivados de la urea y dinitoanilinas)

en diferentes tipos de matrices incluyendo muestras medioambientales (agua y
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suelo), alimentos (vino, frutas y zumos) y fluidos bioldgicos (orina, suero y sangre).
En relacion con el tipo de fibras utilizadas, han destacado mayoritariamente las
fibras de PDMS y PA, debido principamente a hecho de que fueran las primeras
disponibles comerciamente. Sin embargo, hoy en dia se estan realizando muchas
investigaciones en base ala aplicacién de fibras con fases poliméricas mas polares y
gue estén siendo recientemente comercializadas, como son CW-DVB, CW-TPR o
CX-PDMS.

Cuando se trata de analizar muestras con matrices complejas, como es € caso
de orina, suero y sangre, muchos autores recomiendan utilizar patrones internos o
calibraciones con adiciones estandar, para llevar a cabo la cuantificacién de los
compuestos y obtener respuestas lineal es adecuadas (Hill et al., 1995; Beeson et al .,
1999; Beltran et al., 2000; Mills y Walker, 2000). La utilizacion de técnicas
cromatograficas con detectores de espectrometria de masas permite conseguir una
cuantificacién mas adecuada, puesto que pueden utilizarse patrones isotépicamente
marcados (deuterio o *3C), cuyas propiedades fisico-quimicas resultan andlogas a

correspondiente compuesto objeto de estudio.

El desarrollo de métodos de andlisis atamente sensibles se ha convertido
actualmente en casi una exigencia. Una posible alternativa para conseguir aumentar
la sensibilidad de los métodos analiticos, consiste en e empleo de técnicas de
andlisis més selectivas que proporcionen mayores relaciones sefia/ruido para los
picos cromatograficos correspondientes a los compuestos de interés. La selectividad
en los andlisis por GC-MS se puede aumentar mediante el empleo de técnicas como
la ionizacion quimica, la espectrometria de masas en tdndem o la combinacion de
ambas. En la mayoria de los casos, la eliminacion o reduccion del ruido quimico,
originado por la presencia de matrices complejas o de picos que co-eluyen con los
analitos de interés, proporciona limites de deteccion més bajos.

L a espectrometria de masas en tdndem (MS/MS) generalmente requiere el uso
de més de un analizador, como es el caso del triple cuadrupolo o € triple sector, que
desempefian las tareas de aidamiento de iones, fragmentacion por colision inducida

y andlisis de los iones para obtener finalmente el espectro de iones producto, libre de
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interferencias quimica. Este tipo de configuraciones se denomina tdndem en el
espacio. El coste de los equipos y la dificultad de operacion ha limitado su

aplicacion a andlisis de residuos de plaguicidas en rutina.

La reciente aplicacion de la funcion MS/MS en instrumentos de trampa de
iones supone, en cambio, un impulso a la aplicacién de esta técnica por su facilidad
de uso, menor coste y posibilidad de redizar funciones MS" sin modificaciones en la
configuracion del instrumento.
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4.2. Experimental

En este apartado se ponen a punto procedimientos para la determinacion de
plaguicidas OPsy OCs en muestras humanas de orina, suero y sangre total mediante
SPME. Por lo que respecta a la seleccion de los plaguicidas, a principio de cada
subapartado seindica el grupo de compuestos OPsy OCs estudiados.

El desarrollo de los procedimientos sigue una linea progresiva en cuanto a
sistema de deteccion utilizado en el GC. Al principio, y para realizar muchas de las
experiencias de optimizacion de la técnica SPME, la determinacion de los
plaguicidas se lleva a cabo mediante GC-ECD o GC-FPD. La introduccién de GC-
MS o en tdndem, permitié un aumento de la sensibilidad, asi como de la

selectividad, caracteristicas altamente necesarias para el andlisis de muestras reales.

L os procedimientos desarrollados se han aplicado a muestras reales de orina,
suero y sangre. Muchos plaguicidas OCs, principalmente HCB y p,p’-DDE, han sido
encontrados en muestras de poblacion expuestay no-expuesta. Por o que respecta a
los plaguicidas OPS, solo clorpirifos se ha detectado en algunas muestras de sangre
Y SUEro pero en concentraciones muy bajas.

El presente apartado se ha estructurado del siguiente modo: en primer lugar,
se describen detalladamente los reactivos, € materia y e equipo instrumental
utilizado para todas las experiencias; en segundo lugar, se estudia la técnica SPME
en modo inmersion directa, primero en medio acuoso y después en muestras de orina
y suero diluidas; en tercer lugar, se resumen las principales experiencias de
optimizaciéon de la técnica SPME en modo espacio de cabeza (HS) en muestras
acuosas, en cuarto lugar, se incluye e andlisis de muestras de sangre total por HS-
SPME y con deteccion GC-MS/IMS; y finamente, se estudia la aplicacion de la

técnica HS-SPME a muestras de suero mediante determinacién por GC-MS.
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Los articul os cientificos presentados en este capitul o son tres:

“Gas chromatographic  determination of  organochlorine and
organophophorus pesticides in human fluid using solid phase

microextraction”

Anal. Chim Acta, 433, 217-226 (2001)

“Headspace solid phase microextraction in combination with gas
chromatography and tandem mass spectrometry for the determination of
organachlorine and organophosphorus pesticides in human blood”

J. Chromatogr B, (en prensa)

“Gas chromatographic determination of selected pesticides in human

serum by head-space solid phase microextraction”

Chromatographia, 54(11/12), (Diciembre 2001).
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4.2.1. Reactivos, material y equiposinstrumentales

Reactivos

» Patrones de plaguicidas OPs: clorpirifos, diazinon, etion, fonofos, forate,

fenitrotion, fention, malation, metidation y paration-metil de 96.5-99.7% de

pureza (Dr. Ehrenstorfer, Promochem, Wesel, Alemania).

Patrones de plaguicidas OCs:. aldrin, clorfenson, p,p’-DDD, p,p'-DDE, p,p’-

DDT, a- y Fendosulfan y sus metabolitos (-éter, -lactona y —sulfato), endrin,
a-, >, y &HCH, HCB, heptaclor, heptacloro epéxido y metoxiclor de 96.5-
99.7% de pureza (Dr. Ehrenstorfer, Promochem, Wesel, Alemania).

Patrones de plaguicidas deuterados. p,p’-DDE Dg (Dr. Ehrenstorfer), HCB
B3Cs y fenitrotion- O,0-dimetil Dg (Cambridge Isotope Labs, Inc. Andover,
MA).

Se prepararon por pesada disoluciones individuales stock de cada compuesto
del orden de 500 pg mi™ (100 pug mi™ en e caso de los patrones deuterados)
en acetona, que se almacenaron en el congelador a -18°C. A partir de estas
disoluciones individuales, se prepararon tres mezclas stock (aprox. 50 pg mi™)
también en acetona. Las disoluciones de trabajo se fueron preparando por
dilucion en metanol para fortificar las muestras de fluidos biolégicos y de
agua, y en hexano parainyectar en el sistema cromatogréfico. Lafortificacion
de las muestras biolégicas se llevd a cabo afiadiendo el volumen adecuado de
las disoluciones standard en metanol (manteniendo un contenido final de
metanol menor de 1-2.5 %). Después de agitarlas, se dejaron toda la noche a
4°C para que alcanzasen €l equilibrio.

Disolventes organicos, calidad para andlisis de residuos de plaguicidas (ARP):
acetona, metanol y n-hexano (Scharlab, Barcelona, Espafia).

» Agua calidad nanopure.

» Cloruro sodico, calidad analitica (Scharlab).
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> Acido sulfirico (Scharlab) y clorhidrico (J.T. Baker, Deventer, The
Netherlands), de calidad analitica, y écido tricloroacético (American Chemical
Society, Panreac), calidad paraandisissACS.

Material
» Materia de vidrio: viales para SPME (36 mm x 12 mm d.i.) y 7 ml (52 mm x
14 mm d.i.) con taponesy septum de silicona, pipetas Pasteur, tubos, etc.

» Material volumétrico tipo A (pipetas, aforados, etc.).

» Agitador magnético Selecta (Agimatic Rev-E) provisto de sonda y
controlador de temperatura.

» Agitador vibrador para tubos Reax 2000 (Vortex).
» Soporte para SPME (Supelco).

» Fibras de SPME (Supelco). Las fases estacionarias utilizadas, asi como €
grosor, la T2 maximay recomendada, y las condiciones de acondicionamiento
en e puerto de inyeccién del GC, antes del primer uso, se presentan en la
Tabla4.1.

Tabla 4.1. Fibras utilizadas para la optimizacion de SPME.

Fase estacionaria Grosor T2maxima T2recomendada T2acond. t acond.

PDMS 100 pm 280°C 200-270°C 250°C 1h

PA 85 um 320°C 220-310°C 280°C 05h
CX/PDMS 75 um 320°C 240-300°C 280°C 05h
Cw/DVB 65 um 265°C 200-260°C 250°C 05h

» Gases: Helio, nitrégeno e hidrégeno (99.9995% de calidad) y aire (99.995%
de calidad) utilizados en el sistema cromatografico fueron suministrados por

Carburos Metélicos (Barcelona, Espaiia).
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Muestras

» Las muestras de orina, suero y sangre usadas para la etapa de optimizacion

fueron obtenidas de personas sanas, considerandolas poblacién no-expuesta.
Para la obtencién del suero, primeramente las muestras de sangre fueron
recogidas por venipuncture haciendo uso de tubos separadores de sangre
vacutainer (Brand o TAPVAL); se dgjé que la sangre precipitara, y € suero
fue extraido. Las muestras de sangre completa fueron recogidas en tubos
vacutainer (Brand) que contenian EDTA en su interior para evitar la
coagulacion. Todas estas muestras fueron luego almacenadas a -18°C hasta su

andlisis.

Equipos instrumentales

» Cromatografo de gases Hewlett-Packard 5890 series |1 con detector ECD, un

splitless autoinyector HP 7673 (2 mm d.i. inserto) y una columna capilar de
silice fundida HP Ultra 2 (crosslinked 5% fenil-metil siloxano, 25 m x 0.25
mm d.i., 0.33 um de espesor de fase). Helio fue usado como gas portador aun

flujo 1 ml min™. Condiciones de ECD: temperatura 300°C, N, 60 ml min'™.

Cromatégrafo de gases Ultra-Trace GC (Fisons Instruments) basado en el GC
8000 Series 2, y equipado con un detector fotométrico de Ilama (FPD-80) y
un PC como sistema de datos (Chrom Card) para controlar la adquisicién de
datos y las condiciones del equipo. La presion de los gases auxiliares,
hidrégeno y aire, fue de 140 y 60 kPa, respectivamente. Helio fue utilizado
como gas portador, 1 ml min™. La columna analitica utilizada fue de 30 m x
0.32 mm d.i., con 0.5 um 5% fenil metil siloxano. Latemperatura del detector
fue de 280°C.

Cromatégrafo de gases Hewlett-Packard 5890 series |1 equipado con detector
selectivo de masas MSD 5971, un splitless autoinyector HP 7673 (2 mm d.i.
inserto) y columna capilar HP Ultra 2 (5% fenil metil siloxano) 25 m x 0.25

mm d.i., 0.33 um. Helio fue usado como gas portador a 0.5 ml min™. Las
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caracteristicas del detector de masas fueron: modo de impacto (70 €V) con un
multiplicador de voltaje de 1800V; temperatura de la linea de transferencia

280°C; rango de masas para las experiencias en full scan 50-500 mvz.

» Cromatografo de gases GC 8000 Top (CE Instruments, Milan, Italy) equipado
con un espectréometro de masas de trampa de iones (Finnigan GCQ, Austin,
Texas, USA) operando en modo de ionizacién de impacto electronico (El) y
con un splitless autoinyector AS 800. L as caracteristicas de la columna capilar
fueron: silice fundida DB-5M'S (5% fenil metil siloxano) 30 m x 0.25 mmd.i.,
0.25 um. Se usd Helio como gas portador a 1 ml min™. Las condiciones

experimentales del espectrémetro de masas se veran en apartados posteriores.

En los procedimientos por SPME en € modo de inmersién directa, la
cuantificacién se llevé a cabo utilizando patrones externos acuosos y patron
de control (surrogate)/patrén interno. Sin embargo, en los procedimientos de
HS-SPME la cuantificacion de las muestras se realiz6 usando una curva de
calibracién preparada con muestras de fluidos bioldgicos “blancos’
fortificadas a varios niveles de concentracion y usando surrogate/patron

interno deuterado, siemprey cuando se hiciera uso de GC-MS o GC-MSMS.

La temperatura de los inyectores, el tiempo de desorcion, asi como el
programa de temperatura del horno, para cada uno de los cromatografos,
fueron variables objeto de la optimizacion de la desorcion de los analitos, y
por tanto se haran referencia a ellas en |os apartados posteriores.
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4.2.2. Optimizacion de la técnica SPME en medio acuoso por
inmersion directa

En primer lugar, y antes de la aplicacion de la técnica SPME al andlisis de
fluidos bioldgicos, se llevé a cabo la optimizacion de los pardmetros experimentales
en muestras de agua fortificada para la determinacién de plaguicidas OPs y OCs
seleccionados. Para cada una de las dos familias de insecticidas, €l proceso de
optimizacion se realizo por separado y utilizando detectores distintos: GC-FPD para
los OPsy GC-ECD para los compuestos OCs.

En cuanto a los plaguicidas OPs estudiados en este apartado se incluyeron un
total de 7 compuestos:. diazinon, paration-metil, fenitrotion, malation, fention,

clorpirifos y metidation. Como patrones internos se utilizaron dos: forate o fonofos.

Por otra parte, en cuanto a los plaguicidas OCs fue seleccionado un grupo de
16 compuestos. HCB, 5, y+ y 6HCH, p,p’-DDE, p,p’-DDT, p,p'-DDD, a- y 5
endosulfan y metabolitos (-éter y —sulfato), heptaclor, heptacloro epoxido, aldrin,

endrin y metoxiclor. Como patrones internos, se utilizaron clorfensony a-HCH.

4221 Plaguicidas organofosforados

En cuanto a la determinacion de plaguicidas OPs en medio acuoso mediante
SPME, un trabgjo reciente publicado por Beltran et al. (1998) estudié la
optimizacién con dos fibras, PDMS y PA, encontrando que € tiempo de desorcion
Optimo para las dos fibras era de 4 min y la temperatura del inyector de 270°C y
250°C, respectivamente. Las condiciones de la absorcion fueron las siguientes: 3 ml
de muestra conteniendo un 15% de NaCl fueron extraidos con agitacion y a
temperatura ambiente durante un tiempo de 30 min.

A partir de estas experiencias, se llevd a cabo la seleccion de la fibra més
idonea para la determinacién de los compuestos OPs investigados. Para ello se
compararon cuatro fibras diferentes, las cuales cubren un amplio rango de
polaridades. polidimetilsiloxano (PDMS) (100 um), poliacrilato (PA) (85 um),
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carboxen/polidimetilsiloxano (CX/PDMS) (75 um) y carbowax/divinilbenceno
(CW/DVB) (65 um). En la desorcion, se utilizd6 un tiempo de 4 min y una
temperatura de 270°C (PDMS), 250°C (PA), 280°C (CX/PDMS) y 240°C
(CWI/DVB). LaFigura 4.1 muestralos resultados obtenidos para los OPs estudiados
después de la extraccion por SPME con las diferentes fibras seleccionadas. A la
vista de la figura, se selecciond la fibra de PDMS puesto que aumentaba la eficacia
de la extraccién para todos los compuestos OPs estudiados, y consecuentemente se

adoptaron | as condiciones descritas (270°C y 4 min) parala desorcién.

8 PDMS
B PA

1,6E+06 ]
0 CX/PDMS

0 Ccw/DVB

8,0E+05

H_ | L.

diazinon paration fenitrotion malation fention clorpirifos  metidation

Respuesta

-metil

Figura 4.1. Respuestas cromatograficas de los plaguicidas OPs obtenidas tras la
extraccion por SPME de una muestra de agua fortificada a 10 ng ml™ usando
distintos tipos de fibras.

4.2.2.2. Plaguicidas organoclorados

La optimizacion del procedimiento de SPME para los OCs, en modo
inmersién directa y en medio acuoso, se llevo a cabo en dos etapas separadas. en
primer lugar, se estudio la etapa de desorcion, y a continuacion, se optimizaron las
condiciones de la absorcion.
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Optimizacién dela etapa de desorcion

En primer lugar, y para redizar las experiencias posteriores, fue necesario
fijar unas condiciones de absorcion. De este modo, las condiciones iniciales de la
extraccion fueron: 3 ml de agua fortificada a 10 ng mi™ con agitacion magnéticay un

tiempo de extraccién de 30 min.

Las primeras experiencias consistieron en el estudio de seleccion de la fibra,
probandose las mismas que las estudiadas para los OPs: PDMS (100 um), PA (85
pm), CX/PDMS (75 um) y CW/DVB (65 um). En la desorcidn, se utilizé un tiempo
de 5 min y una temperatura de 270°C, excepto para la fibra CW/DVB, para la cual
se tomé 240°C ya que, aungque la maxima temperatura recomendada para esta fibra
es de 265°C, trabajar a temperaturas superiores a 240°C supone una répida

degradacion de lamisma (Hernandez et al., 2000).

La Figura 4.2 muestra la cantidad recuperada de los plaguicidas OCs tras la
extraccion por SPME para cada una de las fibras estudiadas. Aunque puede
observarse que la fibra CW/DVB dio muy buenos resultados en algunos casos (a-
HCH, HCB, lindano, &HCH), se decidi6 seleccionar sdlo las fibras de PDMSy PA
paralos estudios de las experiencias posteriores, puesto que la fibra CW/DVB opera
a temperaturas de desorcién mas bagjas que las otras dos, y en principio parece ser

unafibra menos estable y puede degradarse con mayor facilidad.
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Figura 4.2. Recuperaciones de los plaguicidas OCs obtenidas tras la extraccion
por SPME de una muestra de agua fortificada a 10 ng ml™ usando distintos tipos
defibras.

A continuacion, se estudiaron las dos variables de desorcién méas importantes:

latemperatura del inyector y €l tiempo de desorcion.
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Capitulo 4

e Temperatura de desorcion
La Figura 4.3 muestra |os resultados de la optimizacion de la temperatura de

desorciéon en e inyector del GC para la fibrasPDMS y PA. Las temperaturas
seleccionadas fueron 250°C (para la fibra PDMS) y 260°C (paralafibra de PDMS),
puesto que las meores respuestas cromatogréficas para la mayoria de los

compuestos OCs se obtuvieron a esos valores.
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Figura 4.3. Respuestas obtenidas para los compuestos OCs en funcién de la
temperatura de desorcion para lasfibras PDMSy PA.
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e Tiempo de desorcién

A las temperaturas de desorcion Optimas, y con € fin de obtener la maxima
respuesta por parte del detector, se estudiaron diferentes tiempos de desorcion entre
1-5 min. La Figura 4.4 muestra los resultados obtenidos para las fibras PDMS y
PA. En € caso de la fibra PDMS, se observo en general un incremento de las

recuperaciones a aumentar e tiempo de desorcidn, presentando los mejores
resultados a un tiempo de 5 min. Sin embargo, para la fibra PA el comportamiento
fue distinto observandose un méximo de recuperacion para un tiempo de 2 min. De
este modo, esos fueron los valores seleccionados para continuar € trabajo

experimental.
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Figura 4.4. Respuestas obtenidas para los compuestos OCs en funcién del tiempo

de desorcion para lasfibrasPDMSy PA.
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Optimizacién dela etapa de absor cién

Una vez optimizadas las variables de desorcion para lafibra PDMS (250°C, 5
min) y PA (260°C, 2 min), € siguiente paso fue la seleccion de las condiciones
Optimas para la absorcion de los plaguicidas OCs en medio acuoso. Las dos
variables que se optimizaron fueron el contenido de sal y €l tiempo de extraccion.
Todas las experiencias se redlizaron a temperatura ambiente, con agitacion
magnética y utilizando un volumen de muestra de 3 ml, cantidad suficiente para
sumergir la fibra durante e proceso de extraccion. En relacion con este Ultimo
parametro, algunos autores indican que en condiciones de equilibrio se deberia
utilizar el mayor volumen de muestra disponible para obtener buenas recuperaciones
(Gorecki y Pawliszyn, 1997). Sin embargo, €l método que se propondra no trabaja
en condiciones de equilibrio, y por tanto no se consideré necesario aumentar €l

volumen de muestra.

* Fuerzaionica

El efecto del contenido de sal (0 — 15% de NaCl) en la muestra fue € primer
pardmetro de absorcion que se estudid, puesto que es bien conocida la eficacia del
efecto salino (salting out) en la extraccion de plaguicidas polares en agua, al menos
mediante LLE o SPE (Lopez Avilay Edgell, 1990; Hernandez et al., 1993; Beltran
et al., 1993). La Figura 4.5 muestra las recuperaciones de los plaguicidas OCs
después de la extraccion de una muestra de agua, con'y sin NaCl. A lavistade los
resultados obtenidos, para la mayoria de los compuestos, la adicion de sal no mejord
la eficacia de la extraccion, ni utilizando PDMS ni PA, posiblemente debido a la
baja polaridad de los analitos. Como consecuencia, se decidio trabajar sin adicion de
NaCl.
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El siguiente paso en el desarrollo del método fue € estudio del efecto del

Figura 4.5. Efecto de la adicion de NaCl en la eficacia de la extraccién de
plaguicidas OCs en agua por SPME utilizando lasfibras PDMSy PA.

tiempo de absorcion en la eficacia de la extraccidn para los diferentes plaguicidas

OCs estudiados. Este apartado es de gran importancia practica ya que determina la

obtencién del tiempo necesario parallegar a equilibrio.
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En este sentido, se realizaron extracciones de una muestra de agua fortificada
aun nivel de 10 ng ml™ con tiempos desde 1 min hasta 24 horas, para las dos fibras
estudiadas. Los resultados obtenidos para algunos de los compuestos sel eccionados,
representando la cantidad extraida (ng) en funcion del tiempo de extraccion, se

muestran en laFigura 4.6.

Para determinar, tanto € tiempo de equilibrio como la masa extraida en
condiciones de equilibrio, los valores experimentales se gustaron a la ecuacion
deducida por Ai (1997), mediante el programa Origin (Microcal):

n=n[1-e™] (1)

Donde n y ny son las cantidades de analito absorbidas en e tiempo t y en €
equilibrio respectivamente y a es un pardmetro que indica la rapidez con que se

alcanza el equilibrio de absorcién en SPME.

L os resultados obtenidos en cuanto a valores de n,, parametro ay tiempo de
equilibrio se presentan en la Tabla 4.2. Como puede observarse, la cantidad de
analito extraida en el equilibrio parala mayoria de los compuestos fue mayor parala
fibra de PDMS. Los tiempos de equilibrio, calculados como € tiempo necesario para
extraer el 95 % de la maxima cantidad extraida (ng), variaron entre 30 minutosy 9
horas en el caso de lafibraapolar (PDMS), mientras que para lafibra polar (PA) los

tiempos de equilibrio fueron mayores, oscilando entre 6 y 24 horas.

Por otro lado, se calcularon las constantes de extraccion (Kspwe), utilizando
tiempos de extraccion de 24 horas, a partir de la ecuacion siguiente (Magdic y
Pawliszyn, 1996).

Vi (CoVs =)
Donde n es la cantidad de analito absorbida en 24 horas, Vs es e volumen de muestra (3 ml),
V; es e volumen de la fibra'y C, es la concentracion de la muestra (10 ng-ml™). Las

constantes obtenidas de este modo también se muestran en laTabla 4.2.
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Tabla 4.2. Pardmetros obtenidos por ajuste matematico (ecuacion (1)) de la cantidad absorbida frente al tiempo de extraccion
(3 ml muestra de agua fortificada a un nivel de 10 ng ml™) para las dos fibras estudiadas. Constantes de extraccion para SPME
obtenidas a 24 horas (ecuacion (2)).

FibraPDM S Fibra PA

LogKow®” no(ng)® a teg (Min)®  Kepue no(ng) @ a teg (Min)®  Kepue
a-HCH 381 34 0.0818 56 562 3.6 0.0099 304 792
HCB 5.50 95 0.0100 301 562 8.9 0.0034 889 2434
Lindano 3.72 2.3 0.0703 43 2061 33 0.0084 359 713
6-HCH 4,14 11 0.1186 25 381186 _ _ _ _
Edosulfan-éter _ 111 0.0320 102 2084 11.2 0.0069 434 3437
Heptaclor 5.38 11.7 0.0057 526 2922 8.0 0.0031 970 2098
Aldrin 6.50 8.1 0.0066 454 1710 41 0.0042 713 924
Heptaclorepdxido 5.40 17.8 0.0155 193 6364 13.8 0.0050 600 4915
o-Endosulfan 4.75 17.6 0.0192 156 6320 134 0.0050 596 4657
p,p’-DDE _ 135 0.0120 251 3790 9.0 0.0047 636 2473
Endrin 4,56 17 0.0136 220 6158 104 0.0052 576 3061
[-Endosulfan 475 13.7 0.0241 124 3620 11.8 0.0053 564 3741
p,p’-DDD _ 16.3 0.0067 449 5556 6.7 0.0023 1320 1646
Endosulfan-sulfato _ 7.2 0.0450 67 1470 1.9 0.0021 1440 390
p,p’-DDT 6.38 17.8 0.0096 312 6541 24 0.0060 497 502
Metoxiclor 331 21.8 0.0083 363 12084 85 0.0021 1413 2281

(1) coeficiente de particion octanol-agua (Noble, 1993; Tomlin, 1997)

(2) cantidad méxima que puede extraerse en el equilibrio
(3) calculado como €l tiempo necesario parala extraccion del 95% de la cantidad extraida en el equilibrio
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Figura 4.6. Curvas del tiempo de extraccién para plaguicidas OCs obtenidas a
partir de la ecuacién (1) mediante SPME con inmersién directa. (A) fibra PDMS;
(B) fibra PA.

A lavistade losresultados y teniendo en cuenta que los tiempos de equilibrio
eran demasiado atos desde e punto de vista préctico, se decidio trabgjar en
condiciones de no equilibrio, y se selecciond un tiempo medio de extraccion de 45
min, tiempo comparable a la duracion del programa cromatogréfico. Utilizando este
tiempo de extraccion con la fibra PDMS se conseguia extraer més del 50% de la
cantidad extraida en el equilibrio (ny) para muchos de los OCs, mientras que con la
fibra PA no se consiguieron buenos resultados, por 1o que fue la fibra PDMS la

seleccionada para €l desarrollo y validacion posterior del método.

Tras establecer las condiciones Optimas de extraccion (absorcién: 3 ml de
muestra y 45 min de extraccion mediante fibra PDMS, con agitacion; desorcién: 5
min a 250°C), se llevé acabo la validacion del procedimiento, paralo cua se estudié
la precision, los rangos de linealidad y los limites de deteccién (los resultados se
muestran en €l articulo que se presenta en la seccién 4.2.3.5). A modo de gemplo, la
Figura 4.7 muestra un cromatograma correspondiente a la extraccion mediante

SPME de una muestra de agua fortificada a 0.5 ng ml™ con los OCs seleccionados.

Respuesta

10

12 13
14

Figura 4.7. Cromatograma (GC-ECD) correspondiente a una muestra de agua
fortificada a 0.5 ng mi™con los plaguicidas OCs estudiados extraida mediante
SPME con fibra de PDMS. (1) a-HCH, (2) HCB, (3) lindano, (4) oHCH,
(5) endosulfan-éter, (6) heptaclor, (7) aldrin, (8) heptacloro epdxido,
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(9) a-endosulfan, (10) endrin, (11) #endosulfan, (12) p,p"-DDD, (13) endosulfan-
sulfato, (14) p,p"-DDT, (15) metoxiclor.

4.2.3. Andlisis de suero y orina mediante SPME con inmersion

directa

Una vez establecidas las condiciones de absorcién y desorcion para la
extraccion de plaguicidas OPs y OCs en muestras de agua mediante SPME en modo
inmersion directa, el siguiente paso fue la aplicacion de estas condiciones a muestras
de fluidos biolégicos. En cuanto a los plaguicidas seleccionados, fueron los mismos

gue los del apartado anterior.

4.2.3.1. Determinacion de plaguicidas organofosforados en suero

La primera experiencia que se reaizd fue comprobar la eficacia de la
extraccidn optimizada en muestras de agua aplicada ahora, a muestras de suero. Para
ello, y bajo las mismas condiciones de absorcion (fibora PDMS/ agitacion/ 15%
NaCl/ 30 min de extraccion) y desorcién (270°C/ 4 min) se extragjeron 3 ml de agua
y 3 ml de suero diluido (1/10) fortificados ambos a una concentracion fina de
10 ng ml™. Comparando las &reas de los picos, se observé que la eficacia de la

extraccion en las muestras de suero era casi diez veces menor que en las muestras de

agua (Figura 4.8).
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Figura 4.8. Comparaciéon de areas de picos de los plaguicidas OPs en agua y
suero diluido (manteniendo una concentracion final en la muestra extraida de
10 ng ml™) trasla extraccién por SPME.

Al principio y tratando de encontrar alguna explicacion a diferente
comportamiento, se pensd que algunos de los parametros optimizados para las
muestras de agua no eran los mas éptimos para las muestras de suero. Por este
motivo, se llevd a cabo una experiencia en cuanto a contenido de NaCl: € resultado
de la extraccion del suero con 15% y 0% de NaCl no mostré ninguna diferencia,
puesto que las areas de los picos fueron précticamente las mismas. También se
estudi6é € tiempo de absorcién en las muestras de suero desde 30 min hasta 20
horas. Los resultados de esta Ultima experiencia resultaron sorprendentes, puesto que
a medida que €l tiempo aumentaba no se observd un aumento importante de la
respuesta de los plaguicidas, sino que € area de los picos permanecia mas o menos
constante. Una posible explicacion a este hecho podria atribuirse a la matriz de la
muestra, puesto que existen muchos interferentes (como las proteinas) que podrian
saturar lafibra e impedir que los compuestos sigan absorbiéndose a ella al aumentar

d tiempo.

Como paso siguiente, y con €l fin de disminuir la complejidad de la matriz y
aumentar la eficacia de la extraccion, se comprob6 el efecto de la dilucion del suero
con agua previamente a la extraccion por SPME, estudiando diluciones de 10 a 100
veces, manteniendo siempre una concentracion final de muestra extraida de 5 ng m™
(Figura 4.9).
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Figura 4.9. Efecto de la dilucion del suero sobre la respuesta en la SPME de
plaguicidas OPs (concentracion final en el suero diluido, 5 ng ml™).

Como puede observarse, la eficacia de la extraccion en general aument6 a
medida que el suero estaba mas diluido, y como consecuencia se decidio seleccionar
una dilucién 1/50, ya que para mayores diluciones e aumento de la respuesta

cromatogréfica no resultaba tan sustancial.

Una vez optimizadas las variables de la extraccion por SPME, se buscé €
método de cuantificacién méas apropiado para la determinacion de los plaguicidas
OPs en las muestras de suero. Para poder cuantificar mediante curvas de calibracion
preparadas con patrones acuosos, fue necesario trabajar con patrén interno, afiadido
tanto a las muestras de suero como a los patrones acuosos externos. El compuesto
seleccionado como patron interno debia poseer unas propiedades fisico-quimicas
semejantes a los plaguicidas investigados, asi que se decidi6 elegir otro insecticida
OP que no fuese muy utilizado en los cultivos de la zona Mediterrédnea. De este
modo, forate fue el mejor candidato presentando ademéas gran eficacia de extraccion

cuando se aplicé & procedimiento desarrollado de SPME.
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Por dltimo, la validacién del método desarrollado se llevd a cabo evaluando

los siguientes parametros:

Linealidad- la curva de calibracion fue obtenida en @ intervalo de concentracion
10-50 ng mi™.

Exactitud- fue estudiada mediante ensayos de recuperacién analizando muestras de
suero a dos niveles de concentracion (10 y 50 ng mi™).

Precisién- fue determinada como la repetibilidad en un mismo dia (n=6) de las
recuperaciones a cada nivel de fortificacion ensayado.

Limites de deteccién (LD)- obtenidos cuando la sefial fue 3 veces € ruido de fondo

en e cromatograma correspondiente a nivel mas bajo de concentracion para €l

analito.

L os resultados correspondientes a la validacion del método se presentan en €

articulo cientifico adjunto en la seccién 4.2.3.5.

4.2.3.2. Determinacion de plaguicidas organoclorados en suero

El esquema de trabajo seguido en esta fase de la investigacién fue el andlogo
a del apartado anterior relativo ala determinacion de OPs.

Al comparar los resultados obtenidos en la extraccién de 3 ml de agua
nanopure con la extraccion de 3 ml de suero diluido (1/10) fortificados ambos a una
concentracion final de 10 ng ml™, y bajo las mismas condiciones de absorcion (fibra
PDMY agitacion/ 45 min de extraccion) y desorcion (250°C/ 5 min), se comprobd
también que la eficacia de la extraccion de los plaguicidas OCs en suero era mucho
menor gque en agua. Por consiguiente, el siguiente paso fue d estudiar el efecto dela
dilucién del suero con agua nanopure sobre la extraccion por SPME. LaFigura 4.10
muestra | os resultados obtenidos, observandose que la mayor eficacia corresponde a
menos a un factor de dilucion de 50, a partir del cual |as respuestas cromatograficas
de los plaguicidas se mantienen mas 0 menos constantes, 0 en algunos casos
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(endosulfan-éter) aumentan ligeramente. Por tanto, y al igua que en los compuestos

OPs, se decidi6 aplicar un factor de dilucion de 50 al suero.
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Figura 4.10. Efecto de la dilucion del suero con agua nanopure sobre la respuesta
en la SPME de plaguicidas OCs (concentracion final en e suero diluido
5ngml™).

La cuantificacion, en este caso, también se llevdé a cabo con curvas de
calibracién de patrones acuosos externos, y utilizando patrén interno. Al principio,
como patrén interno se selecciond clorfenson, un plaguicida OC cuyo tiempo de
retencion se encontraba en una Situacion intermedia respecto a los deméas
compuestos estudiados. Pero se observd que tanto la reproducibilidad como la
precision no eran satisfactorias para los OCs que eluian antes que é. Por este
motivo, se adiciond6 otro compuesto mas (a-HCH) como patron interno para
corregir lavariabilidad de los primeros anaitos (HCB, lindano, &HCH, endosulfan-

éter, heptaclor y aldrin).
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La validacion del méodo desarrollado se llevd a cabo evaluando los

siguientes parametros (resultados en el articulo adjunto, seccion 4.2.3.5):

Linealidad- la curva de calibracion fue obtenida en @ intervalo de concentracion
5-500 ng mi™.

Exactitud- fue estudiada mediante ensayos de recuperacién analizando muestras de
suero fortificados a tres niveles de concentracion (5, 50 y 500 ng mi™).

Precisién- fue determinada como la repetibilidad en un mismo dia (n=6) de las
recuperaciones a cada nivel de fortificacion ensayado.

Limites de deteccién (LD)- obtenidos cuando la sefial fue 3 veces € ruido de fondo

en e cromatograma correspondiente a nivel mas bajo de concentracion para €l

analito.

4.2.3.3. Determinacion de plaguicidas organofosforados en orina

Con € fin de completar e estudio de la determinacion de plaguicidas en
fluidos biolégicos mediante SPME en modo inmersion directa, € procedimiento
optimizado en € apartado correspondiente a muestras de agua (4.2.2.1) se aplico a
andlisis de muestras de orina humana. El primer paso, y en base a los conocimientos
obtenidos en los ensayos previos con muestras de suero, fue comparar la eficacia del
procedimiento de extraccion en muestras de agua y de orina. Para llo, y bajo las
mismas condiciones de absorcion (fibra PDMS/ agitacion/ 15% NaCl/ 30 min de
extraccion) y desorcion (270°C/ 4 min) se extrajeron 3 ml de agua, por un lado, y 3
ml de orina sin diluir, por otro, fortificadas ambas a 10 ng ml™. La Figura 4.11
muestra la comparacion de las areas de picos obtenidas para los plaguicidas OPs en
ambos casos. Como puede observarse, para cuatro de los compuestos no existio
apenas diferencia de respuesta entre las matrices (diazinon, paration-metil,
fenitrotion y malation). Para |os tres restantes, |la eficacia fue mayor en agua (entre
1.5 - 4.5 veces mayor), aunque la diferencia entre agua y orina, fue mucho menor

que entre agua'y Suero.
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Figura 4.11. Comparacion de areas de picos de los plaguicidas OPs en agua y
orinatrasla extraccion por SPME (nivel defortificacion 10 ng ml™).

Asimismo, y observando que el comportamiento de los plaguicidas estudiados
era bastante diferente en orina que en suero, se decidié comprobar también en qué
medida afectaba la dilucién en las respuestas de los compuestos. En este caso, se
estudiaron factores de dilucion menores que en suero, debido a que la matriz parecia
no presentar tanta complejidad. De entre todos los valores estudiados (factores de
diluciéon 0-10) préacticamente no existieron grandes diferencias en la eficacia de la
extraccion, asi que se selecciond un factor de dilucion de 10 para evitar un desgaste

excesivo de lafibra por contacto directo con la matriz.

La validacion del método desarrollado se llevd a cabo evaluando los

siguientes pardmetros ((resultados en €l articulo adjunto, seccion 4.2.3.5):

Linealidad- |a curva de calibracion fue obtenida en €l intervalo de concentracion 1-
100 ng mi™.
Exactitud- fue estudiada mediante ensayos de recuperacion analizando muestras de

orinafortificada a cuatro niveles de concentracion (1, 10, 50 y 100 ng mi™).

Precision- fue determinada como la repetibilidad en un mismo dia (n=6) de las
recuperaciones a cada nivel de fortificacion ensayado.
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Limites de deteccidn (LD)- obtenidos cuando la sefial fue 3 veces &l ruido de fondo

en € cromatograma correspondiente a nivel més bajo de concentracion para €l

andlito.

4.2.3.4. Determinacion de plaguicidas organoclorados en orina.

Este apartado no se va a desarrollar de una manera extensa, puesto que no se
Ilegb a obtener ningun procedimiento por SPME lo suficientemente robusto como

parala determinacién de los plaguicidas OCs en orina.

Después de realizar algunas experiencias sobre el efecto de la dilucién de la
orina y obtener mejores resultados para los plaguicidas OCs cuando la orina era
diluida 50 veces, se llevaron a cabo distintas experiencias con €l objeto de mejorar la
extraccion de estos compuestos. Aungue se logré que a nivel de 5 ng mi™ la
precision fuese satisfactoria (1-13%) utilizando el mismo criterio de cuantificacion
que en suero, no se obtuvieron valores de recuperacion aceptables para la mayoria
de los compuestos estudiados (20-170%).

Finalmente, los resultados no fueron suficientemente satisfactorios, por o que
se descart6 la posibilidad de utilizar SPME para la determinacion de plaguicidas
OCsen orina.
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Abstract

This paper explores the feasibility of developing procedures based on solid
phase microextraction (SPME) for the determination of pesticides in human body
fluids, including serum and urine samples. The advantages of SPME procedures
could greatly help in sample treatment reduction that is highly recommendable in
biological monitoring for pesticides.

Two procedures based on direct immersion SPME and GC/ECD/FPD analysis
were investigated for organochlorine (hexachlorobenzene, B-HCH, lindane, -HCH,
endosulfan ether, heptachlor, adrin, heptachlor epoxide, a-endosulfan, p,p’-DDE,
endrin, B-endosulfan, p,p’-DDD, endosulfan sulphate, p,p’-DDT, methoxychlor) and
organophosphorus pesticides (diazinon, parathion methyl, fenitrothion, malathion,
fenthion, chlorpyrifos, methidathion) in serum and urine samples. Quantitative
application of SPME for the determination of selected pesticides in biological fluids
required dilution of samples prior to SPME, in order to reduce matrix influence on
the extraction of pesticides, and the use of surrogate standards for accurate
quantitation. In this way, quantitation can be carried out by means of external

standards prepared in ultra-pure water. Optimised procedures were applied to spiked
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samples in order to obtain analytical characteristics. Recoveries obtained were
generally satisfactory and over 70% in most cases, with relative standard deviations
in the range of 1-20% at all concentration levels tested. Limits of detection,
calculated as the signal equal to three times background noise using chromatograms
of samples spiked at the lowest level, were in the range of 1-10 ng ml™ for serum
samples (3-HCH, 20 ng ml™* and methidathion, 15 ng ml™), and in the range of 0.1-
0.4 ng mi™ for organophosphorus pesticides in urine samples (methidathion, 20 ng
mi™). Finaly, developed procedures were applied to real-world samples obtained
from exposed and non-exposed subjects, several organochlorine pesticides being

detected in some of the samples.

Keywords. Serum analysis; Urine analysis, Solid phase microextraction; Pesticides;

Organochlorine compounds; Organophosphorus compounds

1. Introduction

Solid phase microextraction (SPME) is a sample preparation technique that,
since its development by Pawliszyn and co-workers in the early 1990s [1-3], has
received increasing attention. Advantages of this new solvent-free extraction
technique, as simplicity or capability of injecting the whole extracted sample, have
been discussed in several papers [4-7], and they can be summarised as an important
reduction of sample treatment/manipulation. Several hundreds of papers are found in
the literature on the application of SPME to the determination of both volatile and
semi- or non-volatile analytes. Volatile compounds are usualy extracted by using
the headspace technique [8,9], while for less volatile compounds the direct
immersion approach (by directly dipping the fiber into the liquid sample) is
preferred [10,11]. Among the number of references published on SPME, around 60
papers are devoted to pesticide determination, as it has been recently reviewed by
Beltran et a [12].
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Pesticides used in agricultural as well as industrial or home pest control
should be considered as hazardous chemicals with great concern for the general
population. As a way for assessing the risk of population to the exposure to
pesticides, measurements of contaminant levels in body tissues and fluids
(sometimes called biological monitoring) is a well-accepted approach. Thus, the
analysis of urine, serum or whole blood samples alow us to determine pesticide
exposure levels and to predict possible risks for individual as well as for community
health.

Determination of pesticides in human body fluids has been generally carried
out by applying solvent extraction procedures and subsequent clean-up steps using
either sulphuric acid treatment (for organochlorine pesticides) [13,14] or solid phase
extraction/column chromatography [14-17]. This situation derives from the
extremely high complexity of the sample matrices involved, containing both polar
and non-polar components, being especially problematic the presence of fat and the

protein fraction of these matrices.

Development of an adequate SPME procedure for pesticide determination
should allow us to achieve a reduction in sample manipulation, even eliminating the
need for clean-up steps. Several applications of SPME to pesticide determination in
biological samples can be found for organochlorine [18] and organophosphorus
pesticides [19,20], as well as for dinitroaniline herbicides [21]. Headspace approach
has been preferred in order to avoid interferences from the sample matrix [18-21].
However, when the headspace approach is applied, most of non-volatile pesticides
are excluded from the determination, and consequently the scope of the developed
procedures is more limited than those based on direct immersion of the SPME fiber.

This article deals with the development of SPME multiresidual procedures for
the determination of several organochlorine (OC) and organophosphorus (OP)
pesticides in urine and serum samples by direct immersion. Gas chromatographic
determination is carried out by using specific detection systems ECD and FPD after
thermal desorption of the fiber in the split-splitless injector. Quantitative

determination of selected pesticides is achieved by using external standard
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calibration curves prepared with ultra-pure water and by using surrogate standards to

correct matrix effects.

2. Experimental

2.1. Reagents

Pesticide standards of 96.5-99.7% purity were purchased from Dr.
Erhenstorfer (Promochem, Wesel, Germany) and used without further purification.
Three stock standard solution mixtures (concentration ca. 50 ug 1™, one for OP
pesticides and two for OC pesticides, were prepared in acetone from stock
individual standards and stored at -18°C. Working solutions were prepared by
dilution with methanol and stored at 4°C. Fortified water and biological samples
were prepared by adding the appropriate volume of the methanol standard solution,

maintaining afinal concentration lower than 1% methanal in the samples.

Organic solvents (methanol and acetone) were for pesticide residue analysis
(Scharlau, Barcelona, Spain). Sodium chloride (Scharlau) of analytical grade was
used after purification by heating at 300°C overnight.

2.2. Samples

Urine and serum samples used for optimisation studies were obtained from
healthy supposed non-exposed subjects. Blood samples were collected by
venipuncture using serum separator vacutainer (Brand) blood tubes. The blood was
alowed to clot, and the serum was extracted. Serum samples were then stored at -
18°C until analysis.

2.3. Instrumentation

The SPME device for manual extraction used, consisting in a holder assembly
and several replaceable fibers, was purchased from Supelco (Spain). Four different
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fiber types were compared, from non polar polydimethylsiloxane (PDMS, 100 pm)
to more polar polyacrylate (PA, 85 um), Carboxen/PDMS (CX/PDMS, 75 um) and
Carbowax/divinylbenzene (CW/DVB, 65 um). Before the first use, fibers were
conditioned as recommended by the manufacturer by heating them in the injection
port of the chromatographic system for 0.5-2 h, at 250-300°C depending on the fiber
coating. No additional conditioning between sampling was considered, as the results

obtained with several desorption blanks did not show carry over in any case.

Analysis of OC pesticides were performed using a Hewlett-Packard 5890
Series |l gas chromatograph (Avondale, USA) equipped with a splitless injector (2
mm i.d. glass liner; 5 min splitless time) and electron capture detection (ECD)
system. The GC system was fitted with a25 m x 0.2 mm 1.D., 0.33 um HP Ultra 2
(5% phenyl methyl siloxane) column. Injector temperature was investigated under
the study, while the temperature program used was: 60°C (5.5 min), 30°C min™ to
150°C, 3°C min™ to 270°C with afinal hold for 0.5 min. Helium was used as carrier
gas at aflow-rate of 1 ml min™. ECD conditions: temperature 300°C; nitrogen 60 ml
min™.

Anaysis of OP pesticides were performed using an UltraTrace GC gas
chromatograph (Fisons Instruments) based on the GC 8000 Series 2, equipped with
and FPD-80 flame photometric detector and PC-based data system (Chrom Card) to
control data acquisition and instrument conditions. The pressure of the fuel and
auxiliary gases, hydrogen and air, were set at 140 and 60 kPa, respectively. Helium
was used as carrier gas at a flow-rate of 1 ml min™ and it was controlled using flow
programming. The analytical column was a 30 m x 0.32 mm 1.D., with 0.50 um 5%
phenyl methyl siloxane. Detector and injector temperatures were 280 and 270°C,
respectively. The oven temperature was programmed as follows: 60°C (5.5 min),
30°C min™ to 200°C, 3°C min'™ to 270°C with afinal hold for 5 min.
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2.4. Analytical recommended procedures

Before extraction, sample dilution was performed by placing 0.5 ml of serum
and 125 pl of surrogate standard (10 pg ml™ a-HCH and chlorfenson in methanol) in
a 25 ml volumetric flask adjusting the volume with ultra-pure water. Extraction of
OC pesticides in serum samples was carried out by direct dipping the PDMS fiber
into 3 ml of diluted sample contained in a4 ml clear glassvia (36 mm x 12 mmi.d.)
under magnetic stirring (200 rpm) for 45 min at ambient temperature. The fiber was
situated off-center in the vial so the sample flows perpendicular to the fiber axis.
After extraction, the fiber was thermally desorbed for 5 min into the glass liner of

the GC injection port at 250°C, maintaining initial oven temperature at 60°C.

Extraction of OP pesticides in serum and urine samples was made by direct
immersion of the PDMS fiber into 3 ml of sample (human serum diluted 50-fold and
urine diluted 10-fold with ultra-pure water) containing 15% NaCl for 30 min under
stirring at ambient temperature. Desorption was carried out during 4 min at 270°C in

the hot GC injector, maintaining initial oven temperature at 60°C.

Quantitation of samples was made using calibration curves obtained by
plotting relative peak areas (a-HCH, chlorfenson and phorate or fonofos as
internal/surrogate standards) versus pesticide concentration. Each calibration level

was prepared by spiking ultra-pure water.

3. Results and discussion

3.1. SPME optimisation

As indicated in many papers, prior to the development of SPME procedures
for the determination of pesticide residues in real-world samples, as human
biologica fluids, it is necessary to optimise the SPME experimental parameters,
which is usually accomplished using fortified water samples. Thus, a step-by-step
optimisation scheme has been applied for OC pesticides determination including
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fiber type, desorption time and temperature, salting out effect and extraction time.
For OP pesticides recent information published in our previous paper [10] has been
used, and only the performance of new fibers commercially available has been
checked.

Different fibers were assayed (see Section 2) for both OC and OP pesticides.
The highest efficiencies corresponded to the PDMS and PA fibers for OC pesticides
and to PDMS for OP compounds. Additionally, our data showed that using PDMS
fiber higher extracted amounts and lower equilibrium times were achieved for OC
pesticides in comparison to the PA fiber (equilibrium times between 6 and 24
hours). PDMS fiber was chosen for optimisation of the procedure for both OP and
OC pesticides.

Extraction times required to reach equilibrium were estimated to be in the
range of 30 min (6-HCH) to 9 h (heptachlor), corresponding the lower values to the
HCH isomers. These equilibrium times were considered too high from a practical
point of view and, thus, working in non-equilibrium conditions was considered a
feasible approach. In this way, for OC extraction a time of 45 min was selected in
order to keep the total extraction time comparable to the chromatographic run time

(maximum sampl e throughput).

Once established the optimum extraction conditions (listed in previous
section), validation of the procedure was carried out as regards linearity range,
precision and estimated limit of determination for ultra-pure water samples. The
procedure showed a linear behaviour between 0.1 and 10 ng ml™ leading to
regression coefficients (r’) higher than 0.99 (0.1, 0.5, 1 and 10 ng mi™ calibration
levels were analysed in duplicate). Table 1 gives precision (calculated as percent
relative standard deviation) at three concentration levels (0.1, 1 and 10 ng mi™) for
seven replicate spiked ultra-pure water samples. The values obtained were lower
than 20 % in al cases (in the range of 10% for the higher concentration levels),
alowing us to estimate limits of determination for the studied OC pesticides around
or lower than 0.1 ng mi™ (except for 3-HCH).

222



Capitulo 4 Determinacion de OPs y OCs en fluidos biol 6gicos mediante SPME

Table 1. Precision of the SPME procedure for determination of organochlorine
pesticides in spiked ultra-pure water samples (n=7).

R.S.D. (%)
10 ng mi*t 1ngmil™ 0.1ngmi™

a-HCH 12 11 11
Hexachlorobenzene 13 13 19
Lindane 12 11 12
0-HCH 14 13 -

Endosulfan ether 5 6 9

Heptachlor 9 13 23
Aldrin 10 11 11
Heptachlor epoxide 7 9 7

a-Endosulfan 13 14 14
Endrin 10 10 16
3-Endosulfan 10 12 18
p,p'-DDD 6 8 15
Endosulfan sulphate 6 7 12
p,p'-DDT 6 13 13
Methoxychlor 8 11 12

3.2. Development of SPME procedure for serum samples

Once demonstrated the feasibility of extracting the selected OP and OC
pesticides from aqueous samples, and following the aim of the present paper, the

application of SPME for extraction of these pesticides in human serum was studied.

In afirst approach, spiked serum samples were extracted using PDMS fibers
and the previously optimised SPME procedures (for OP and OC pesticides
separately). Quantitation of samples was carried out by using externa standards
(spiked ultra-pure water), comparing peak areas for both serum and water samples.

Results showed an important decrease in peak area for serum samples in most cases,
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for both OC and OP pesticides. Low extraction efficiencies achieved when
extracting complex matrices have also been reported by several authors when
extracting pesticides in a variety of sample matrices as food samples (honey, fruits
and fruit juices) [22-24] or biological fluids (blood, serum and urine) [19,21].

The first approach assayed to improve recoveries was the reduction in matrix
complexity by diluting samples with ultra-pure water prior to SPME determination.
In this way, spiked serum samples were diluted covering a range of 10-100 times,
maintaining a final concentration in the extracted sample of 5 ng mi™, and then
submitted to SPME procedures. Fig. 1 shows the behaviour of some selected OC
and OP pesticides under SPME after sample dilution. Results obtained indicated that
a dilution of at least 50-fold was required in human serum to achieve a pesticide

response independent of matrix composition.

Peak Area
4,0E+07

3,0E+07

20E+t07 1 -~ e e = =—m—
10E+07 - paS L
T e ———
1/10 1/50 e7 1/80 1/100
Dilution ratio
—diazinon — - - chlorpyrifos ===-methidathion ====lindane — p,p-DDD — — endrin

Fig. 1. Effect of reduction in matrix complexity of human serum by sample
dilution with ultra-pure water over peak response. Final concentration of
extracted diluted samplesis 5 ng ml™ in all cases.
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But even after sample dilution, accuracy of quantitation was not satisfactory
for most compounds, as the concentration in spiked serum samples calculated using
external calibration with agueous standards (mainly at the lower levels) were lower
than those corresponding to the spiking level. Further experiments demonstrated that
the use of the surrogate/internal standards corrected the observed deviations. Due to
the wide range of physico-chemical properties of the OC pesticides studied, it was
not feasible to obtain satisfactory results for all compounds when only one internal
standard (chlorfenson) was used. For the first eluting compounds (from HCB to
adrin) the deviations from the expected values were higher than 50%. The use of a-
HCH as internal standard for quantitation of these compounds solved the problem.
In this way, using phorate as internal standard of OP pesticides and a-HCH and
chlorfenson for OC pesticides, it was feasible to obtain accurate quantitation of the
studied pesticides in spiked serum samples using calibration curves prepared with

ultra-pure water.

At this point, analytical characteristics of the SPME procedures were obtained
accounting for recoveries (analyte concentration calculated for a spiked serum
sample using pure water standards compared to that of spiking values), precision
and limits of detection. Results obtained for OC and OP pesticides are given in
Tables 2 and 3, respectively.

Results obtained for OC pesticides indicated that at the higher concentration
levels (50 and 500 ng ml™) recoveries and relative standard deviations were
satisfactory with values over 80% for most of recoveries and precision better than 15
%. At the lowest level assayed (5 ng ml™), recoveries -calculated only for those
compounds with lower detection limits- where over 70% with relative standard
deviations lower than 17% (hexachlorobenzene, 22%). At this concentration level, a
significative decrease in recovery was observed for hexachlorobenzene, lindane and
a-endosulfan in comparison to those obtained at 50 and 500 ng mi™ spiking levels.
An exception to this genera behaviour was observed for p,p’-DDE which showed
low recovery at the three concentration levels assayed (30-50%) but good precision

(below 10% in al cases), thus allowing the quantitative determination of this
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compound by applying an adequate recovery factor. Table 2 also shows detection
limits for the studied OC compounds that are in the low parts per billion in the

serum (1-10 ng ml™Y).

When the SPME procedure was applied to determination of OP pesticides in
spiked serum samples (10 and 50 ng mi™), recoveries were satisfactory for most of
compounds but showing some deviations in behaviour. Thus, recoveries for
methidathion were always above 140%, probably due to a poor correction of matrix
effects using the surrogate standard (phorate) (Table 3). As indicated for OC
pesticides, precision of the procedure was in the usual range for this type of samples
and analytes, with values below 20%, alowing the determination of studied OP
compounds, even those showing relatively low recoveries, as fenthion or
chlorpyrifos. Detection limits for OP pesticides in serum samples were below 5 ng

mi™, except for methidathion because of its low detector response.

As an example, Fig. 2 shows the chromatograms obtained when applying the
recommended SPME procedures to serum samples spiked at 50 and 10 ng mi™ for
OC and OP pesticides, respectively.
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Table 2. Mean recoveries and relative standard deviations (n = 6) obtained after application of SPME to the determination of

organochlorine pesticides in spiked serum samples after 50-fold dilution with ultra-pure water.

500 ng ml™ 50 ng mi™ 5ng ml™ LOD (ng mi™)?

Recovery (%) R.S.D. (%) Recovery (%) R.S.D. (%) Recovery (%) R.S.D. (%)
Hexachlorobenzene 114 6 127 4 80 22 2
3-HCH 86 2 128 6 - - 10
Lindane 104 1 100 2 69 17 3
6-HCH 74 6 70 7 - - 20
Endosulfan ether 112 5 128 4 90 7 1
Heptachlor 118 8 103 7 - - 10
Aldrin 121 7 104 9 - - 10
Heptachlor epoxide 109 13 93 8 94 11 2
o-Endosulfan 110 13 93 9 70 15 2
p,p'-DDE 34 7 41 8 - - 10
Endrin 105 13 86 11 94 13 2
[3-Endosulfan 89 11 84 11 106 16 3
p,p'-DDD 100 5 95 20 - - 10
Endosulfan sulphate 88 11 77 4 74 12 5
p,p-DDT 70 6 71 9 - - 10
Methoxychlor 71 6 62 10 69 2 2

& Limits of detection referred to serum (non-diluted real sample).
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Table 3. Mean recoveries and relative standard deviation (n = 6) obtained after
application of SPME to the determination of organophosphorus pesticides in
spiked serum samples after 50-fold dilution with ultra-pure water.

50 ng mi™ 10 ng ml™ LOD
(ng mi)?

Recovery (%) R.S.D. (%) Recovery (%) R.S.D. (%)

Diazinon® 104 5 115 5 1
Parathion methyl 111 10 92 13 3
Fenitrothion 83 7 79 14 4
Malathion 92 12 108 17 4
Fenthion 65 13 60 15 4
Chlorpyrifos 69 4 50 5
M ethidathion® 145 8 165 5 15

¢ Limits of detection referred to serum (non-diluted real sample).
P Concentrations for this compound is half of the nominal concentrations.
¢ Concentrations for this compound is double of the nominal concentrations.

3.3. Development of SPME procedure for urine samples

In order to complete the study on applicability of SPME-based procedures to
human body fluids, the above optimised procedure for OP pesticides in serum
samples was applied to the analysis of urine samples. Firstly, the effect of sample
matrix dilution was investigated due to the expected differences between serum and
urine matrices. Results obtained at different urine dilution values were compared to
those obtained for aqueous standards by using a paired t-test proving that a 10-fold
dilution led to adequate quantification when using aqueous externa standards
(fonofos was used as surrogate standard in both cases). Table 4 shows recoveries
obtained in urine at four spiking levels (1-100 ng ml™) and precision expressed as
relative standard deviation (%) for seven replicates. The procedure showed a linear
behaviour over the whole concentration range tested. Limits of detection for the
studied OP pesticides are also given in Table 4 and they were found to be below 0.5
ng ml™, except for methidathion (20 ng ml™).
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Fig. 2. Chromatograms obtained by GC/ECD or GC/FPD after SPME over spiked
serum samples. (A) 50 ng mi™ OC pesticides (ECD): 1, hexachlorobenzene;
2, lindane; 3, dHCH; 4, endosulfan-ether; 5, heptachlor; 6, aldrin; 7, heptachlor
epoxide; 8, a-endosulfan; 9, p,p’-DDE+dieldrin; 10, endrin; 11, B-endosulfan;
12, p,p’-DDD; 13, endosulfan sulphate; 14, p,p’-DDT; 15, methoxychlor; internal
standards: *, a-HCH; **, chlorfenson. (B) 10 ng ml™ OPs pesticides (FPD):
1, diazinon; 2, parathion methyl; 3, fenitrothion; 4, malathion; 5, fenthion;
6, chlorpyrifos; 7, methidathion; internal standard: *, phorate.
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Table 4. Mean recoveries and relative standard deviations (n = 7) for selected organophosphorus pesticides after application of
SPME to spiked urine samples®.

100 ng mi™ 50 ng mi* 10 ng ml™ 1ngmi? LOD
(ng mi™%)P

Recovery R.S.D. Recovery R.S.D. Recovery R.S.D. Recovery R.S.D.

(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Diazinon® 82 6 88 7 99 2 110 7 0.1
Parathion methyl 127 11 127 11 116 5 140 9 0.3
Fenitrothion 126 11 111 8 108 4 122 13 0.3
Malathion 124 13 127 8 127 10 141 11 04
Fenthion 84 10 20 4 95 7 95 8 0.2
Chlorpyrifos 84 13 76 14 76 12 92 10 0.3
M ethi dathion® 145 14 141 12 136 8 - - 20

a Urine samples were diluted 10 times with ultra-pure water prior to SPME application.
P Limits of detection referred to serum (non-diluted real sample).

¢ Concentrations for this compound is half of the nominal concentrations.

4 Concentrations for this compound is double of the nominal concentrations.
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Inter-day precision was calculated over nine replicates (100 ng mi™) analysed
in three different days in order to demonstrate procedure robustness. Relative
standard deviations (%) cal culated ranged between 5 and 10% for al compounds.

Fig. 3 shows a typical chromatogram obtained after SPME applied over a
human urine sample spiked with the selected OP pesticides (1 ng ml™).
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12
10.5 28.3
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Fig. 3. Chromatogram obtained by GC/FPD after SPME over a urine sample
spiked with OP pesticides (1 ng ml™): 1, diazinon; 2, parathion methyl;
3, fenitrothion; 4, malathion; 5, fenthion; 6, chlorpyrifos, internal standard:
* fonofos.

3.4. Application of SPME to serum and urine samples

The SPME procedures developed in the present paper were applied to several
serum samples (in a number of 16) obtained from agricultural practice exposed as
well as non-exposed subjects. Samples that were suspected to contain any of the
studied pesticides were analysed again by using GC/MS in order to confirm the
identity of the compounds. Only a few serum samples were confirmed to contain

pesticides. As an example, Fig. 4 shows the chromatogram corresponding to a serum
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sample where three OC pesticides were detected. This chromatogram was obtained
by SPME following the recommended procedure and using a GC/MSD (Hewlett-
Packard 5890 with 5971 mass selective detector) operated in full scan mode (nmvz
range 50-450; 70 eV electron impact ionisation). This sample was found to contain
p,p’-DDE, p,p’-DDD and a-endosulfan in concentrations around 100 ng ml™. Fig. 4
also shows the spectra of the pesticides identified in the sample by library search
(HPPEST, Hewlett-Packard).

Moreover, severa urine samples from a biological monitoring performed in
our laboratory in exposed and non-exposed population (to agricultural activities)
were analysed following a multiresidual method based on SPE on Cyg cartridges and
GCIMS analysis [25]. One of these samples contained endosulfan sulphate at 55 ng
mi™. Although SPME was not optimised in the present paper for determining OC
pesticides in urine samples, we applied the procedure optimised for OC pesticides in
serum to this urine sample after a 10-times dilution with distilled water. The analysis
performed by GC/MS confirmed the presence of endosulfan sulphate at
concentration level of 35 ng mi™ and, additionally, a— and B-endosulfan were also
detected, all of them identified by GC/MS using full scan mode and library search
(HPPEST, Hewlett-Packard). Others authors [26, 27] have aso detected residues of
o- and B-endosulfan and some of their metabolites in urine samples of pest control

operators.
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Fig. 4. Chromatogram obtained by GC/MSD (full scan mode) after SPME over a real-world serum sample. Mass spectra of

identified organochlorine pesticides detected in the sample. Calculated concentrations: 1, a-endosulfan (86 ng mi™); 2, p,p’-DDE
(102 ng mi™); 3, p,p’-DDD (115 ng mi™).
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4. Conclusions

The applicability of SPME for the determination of OC and OP pesticides in
urine and serum has been explored, using GC/ECD and GC/FPD for their anaysis.
Direct immersion of the fiber can be used, but a preliminary dilution of the sample
with water is necessary in order to improve the extraction efficiency and to protect
the fiber from the matrix components. A dilution of 50-times for serum and of 10-
times for urine samples is recommended in the paper. Quantitation can be performed
by external standards prepared in distilled water, but the use of surrogate/internal
standard is required. Sample dilution makes that LOD of the overall procedure are
relatively high, especialy in serum samples (between 3-10 and 1-5 ng ml™ for OC
and OP pesticides, respectively) and a little lower in urine (0.1-0.5 ng ml™). This
makes that this technique, as described in this paper, finds its major application in

samples from exposed population.

This paper shows that SPME can be a valuable tool in pesticide residue
analysis of OC and OP pesticides in samples as human fluids. The SPME
optimisation performed proves that selected compounds can be efficiently extracted
under the experimental conditions described in the paper. In this way, sample
manipulation could be substantially reduced and the errors associated to this step
minimised. However, other techniques for the measurement of extracted analytes
would be assayed, mainly GC/MS (GC/MS/MS), in order to improve the sensitivity
of the procedure as well as to confirm the identity of compounds detected in the
samples.

Other approaches as the use of headspace SPME or the above-mentioned
application of SPME followed by GC/MS/MS analysis are being investigated in our
group at present. The use of labelled surrogate standards and the calibration by using
standards in sample matrices is also a subject of interest that is being investigated as
well.
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4.2.4. Optimizacion de la técnica SPME en medio acuoso por espacio

de cabeza

El objetivo de esta parte de la investigacion fue optimizar un procedimiento
para la determinacion de plaguicidas OCs 'y OPs en medio acuoso mediante SPME
en modo espacio de cabeza. La aplicacion de esta técnica a los analitos objeto de
estudio en matrices acuosas sirvid de experiencia preliminar, para posteriormente
estudiar la propia matriz bioldgica (suero o sangre total). Mientras que esta etapa de
optimizacion se realizo utilizando GC-ECD y GC-FPD, los procedimientos finales
recomendados para sangre y suero se realizaron con detectores mas selectivos: GC-
MSy GC-MS/MS.

En cuanto a los plaguicidas OPs estudiados en este apartado se incluyeron un
total de 7 compuestos. diazinon, fonofos, paration-metil, fenitrotion, malation,
fention y clorpirifos. Por otra parte, en cuanto a los plaguicidas OCs fue
seleccionado un grupo de 17 compuestos. a-HCH, HCB, #, ;»y &HCH, p,p’'-DDE,
p.,p’ -DDT, p,p'-DDD, a- y # endosulfan y metabolitos (-éter y —sulfato), heptaclor,

heptacloro epdxido, aldrin, endrin'y metoxiclor.

Para la realizacién de la técnica HS-SPME, €l vial conteniendo la muestra fue
sumergido en una bafio de silicona calentado a través de un agitador térmico-

magnético provisto de controlador de sonda de temperatura.

4.2.4.1. Plaguicidas organoclorados

La etapa de optimizacion de la extraccién HS-SPME en agua se inicio con €l
estudio de los plaguicidas OCs.

Con € fin de seleccionar lafibray la temperatura de extraccion adecuada para
los compuestos estudiados, se fijaron las condiciones de absorcién (3 ml de muestra
durante 30 min de extraccidn) y de desorcién. Se comprobaron tres fibras diferentes:
PDMS (100 pm), PA (85 um) y CW/DVB (65 um), a dos temperaturas distintas de

extraccion 44 y 90°C. Como tiempo y temperatura de desorcion se tomaron 5 miny
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270°C (240°C para CW/DVB), respectivamente. La eficacia de la extraccion mejoro
al aumentar la temperatura, seleccionando finalmente 90°C para el procedimiento.
La Figura 4.12 muestra la respuesta de los plaguicidas utilizando tres fibras
distintas a una temperatura de extraccion de 90°C. Se puede observar que ninguna de
las tres fibras fue claramente superior a las demas, siendo las fibras de PA y
CW/DVB las que dieron resultados algo mejores (mayores respuestas para 6
compuestos cada una). Finamente, se selecciond la fibra PA para posteriores

experiencias.
m PDMS
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00 CW/DVB
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Figura 4.12. Respuestas de plaguicidas OCs obtenidas tras la extraccién por HS
SPME (90°C) de una muestra de agua fortificada a 10 ng ml™ para distintos tipos

defibra.

Debido a que para esta fibra ya habian sido optimizadas las condiciones de
desorcion (260°C, 2 min) en e apartado 4.2.2.2, Unicamente se estudiaron las

condiciones de absorcion.

Optimizacién dela etapa de absor cion

Los parametros que se optimizaron dentro de la etapa de absorcion fueron: €

contenido de sal, € volumen de muestray el tiempo de extraccion.
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» Contenido salino

Para estudiar € efecto de la fuerza ionica, se llevo a cabo la extraccion de 3
ml de agua fortificada a 10 ng ml™ a dos niveles de concentracion de sal distintos (O
y 15% de NaCl). Como puede observarse en la Figura 4.13, la eficacia de la
extraccion aumento con la adicion de sal para todos |los plaguicidas, a excepcion de
p,p’-DDE. Por consiguiente, se decidi6 afiadir un 15% de NaCl para las posteriores

experiencias.
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Figura 4.13. Efecto de la adicion de NaCl en la eficacia de la extraccion de
plaguicidas OCs en agua por HS-SPME utilizando la fibra de PA.

e Volumen de muestra

Se estudio la eficacia de la extraccion para cinco volumenes (3-30 ml) de agua
fortificada a un nivel de 10 ng mli™* con un 15% de NaCl. Siguiendo €
comportamiento esperado, se observo que las respuestas de los plaguicidas eran
mayores a medida que aumentaba e volumen de extraccion, con lo que se decidi6
trabgjar con e mayor volumen de muestra estudiado, 30 ml para posteriores

experiencias (Figura 4.14).
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Figura 4.14. Eficacia de la extraccién de los plaguicidas OCs en funcion del
volumen de muestra utilizado en la extraccion HS-SPME con la fibra de PA.

Tiempo de extraccion
Finalmente, se estudi6 el efecto del tiempo de absorcion sobre la eficaciade la

extraccion, para lo cua se realizaron extracciones de diferentes alicuotas de agua

fortificada a 10 ng ml™ en tiempos que iban desde 1 min a 18 h paralafibrade PA.
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La Figura 4.15 muestra los resultados obtenidos para algunos de los
compuestos estudiados, representando la cantidad extraida (ng) en funcién del
tiempo de extraccion, segin la ecuacion deducida por Ai, mostrada en la seccion
4.2.2.2 (ecuacion (1)).

ng recup

147

[ ]

<

T T T T T T T T T T T L
0 200 400 600 800 1000 text (min)
& 4-HCH endosulfan-éter heptaclorepdxido

" HCB ¥~ heptaclor ~ metoxiclor

Figura 4.15. Curvas del tiempo de extraccion para plaguicidas OCs obtenidas a
partir de la ecuacion (1) mediante SPME con inmersion directa y fibra PA.

LaTabla 4.3 muestralos valores obtenidos para |os pardmetros ng, ay tiempo
de equilibrio (obtenidos segun ecuacién (1)) y Kspue (0Obtenida segln ecuacion (2)).
Como puede observarse, los tiempos de equilibrio variaron entre 25 min'y 10 h. Al
igual que ocurria con e modo de inmersién directa, los tiempos obtenidos fueron
demasiado altos, por lo que se decidi6 trabajar en condiciones de no equilibrio,

seleccionando un tiempo de extraccion de 30 min. Ademas, y para conseguir
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aumentar la cantidad de analito en la fase vapor, se decidié incluir un tiempo fijo de

pre-extraccion de 30 min alamisma temperatura que la de la extraccion.

Tabla 4.3. Pardmetros obtenidos por ajuste matemético (ecuacion (1)) de la
cantidad absorbida frente al tiempo de extraccion (30 ml muestra de agua
fortificada a 10 ng mi™) para el procedimiento HS-SPME con la fibra de PA.
Constantes de extraccion para SPME obtenidas a 24 horas (ecuacion (2)).

LogKow®”  no(ng)® a teg (min) © Kspme
o-HCH 381 19 0.0311 96 360
HCB 5.50 4.1 0.1222 25 811
Lidano 3.72 15 0.1000 30 296
0-HCH 4.14 0.03 0.0106 283 5
Edosulfan-éter _ 114 0.0358 36 2279
Heptaclor 5.38 0.8 0.0142 212 147
Aldrin 6.50 10.0 0.0396 76 1939
Heptacloro epdxido 5.40 14.2 0.0323 93 2824
o-Endosulfan 4.75 0.9 0.0146 206 174
p,p’-DDE _ 10.2 0.0407 74 2016
Endrin 4,56 14.6 0.0201 149 2824
[-Endosulfan 4.75 0.24 0.0212 141 44
p,p’-DDD _ 18.0 0.1000 644 3682
Endosulfan-sulfato _ 4.8 0.0029 1026 898
p,p’-DDT 6.38 10.8 0.0083 359 2196
Metoxiclor 331 8.0 0.0060 497 1580

(4) coeficiente de particién octanol-agua (Noble, 1993; Tomlin, 1997)

(5) cantidad maxima que puede extraerse en €l equilibrio

(6) calculado como €l tiempo necesario paralaextraccion del 95% de la cantidad extraida
en el equilibrio

Se estudiaron las caracteristicas analiticas del méodo HS-SPME desarrollado
para la determinacion de plaguicidas OCs en agua, obteniendo los siguientes
resultados:

Rango de linealidad- se obtuvo la curva de calibraciéon analizando disoluciones

acuosas de patrones entre 0.1-10 ng ml™ (0.1, 0.5, 1y 10 ng ml™) por triplicado,
obteniéndose para todos los compuestos estudiados valores de r superiores a
0.98.
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Precisiéon- se redlizaron extracciones repetidas (n = 7) de disoluciones de agua
fortificadas a tres niveles de concentracion (0.1, 1y 10 ng ml™). Los coeficientes
de variacion obtenidos fueron inferiores a 30% en todos los casos, e inferiores al

20% para niveles de concentracion mas altos.

Limites de deteccion- Fueron calculados como la concentracion correspondiente

a un pico tres veces mayor a ruido de fondo a partir de los cromatogramas
correspondientes a los niveles mas bajos de fortificacion. Se obtuvieron valores
de LD satisfactorios en un rango de 60-0.4 pg ml™, excepto para S-endosulfan
(0.6 ngml™) y para a-HCH (0.1 ng ml™).

A modo de gjemplo la Figura 4.16 muestra un cromatograma GC-ECD

correspondiente a una muestra de agua fortificadaa 0.1 ng mi™.

Respuesia 5 8
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J 10
3 2 14
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0 ' 10 ' 2 ' D ' @ frin

Figura 4.16. Cromatograma GC-ECD correspondiente a una disolucion de agua
fortificada a 0.1 ng ml™ con los OCs estudiados y tras la extraccion mediante HS-
SPME.(1) a-HCH, (2) HCB, (3) lindano, (5) endosulfan-éter, (6) heptaclor,
(7) aldrin, (8) heptacloro epoxido, (9) a-endosulfan, (10) endrin, (12) p,p"-DDD,
(13) endosulfan-sulfato, (14) p,p’-DDT, (15) metoxiclor.
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4.2.4.2. Plaguicidas organofosforados

En cuanto a la determinacion de plaguicidas OPs en aguas mediante el modo
de extraccion HS-SPME, solo se optimizé el tipo de fibray el contenido de sal. Por
lo que respecta alas condiciones de desorcion se utilizaron las optimizadas para OPs
en € articulo publicado por Beltran et al. (1998). En cuanto a la absorcion se
selecciond la temperatura de extraccion (90°C) y € tiempo de extraccion (30 min
pre-calentamiento + 30 min de extraccion). El volumen de extraccion, y puesto que
el objetivo de latécnica erala aplicacion a suero y sangre, cuya cantidad de muestra
disponible esta bastante limitada, se redujo a1 ml.

Con © fin de seleccionar |a fibra se procedi6 a la extraccion de 1 ml de agua
fortificada a 10 ng mi™ con los plaguicidas OPs. Se comprobaron tres fibras
diferentes: PDMS (100 um), PA (85 um) y CW/DVB (65 um), tomandose como
tiempo de desorcion 4 min y como temperatura de desorcién 270°C (PDMS), 250°C
(PA) y 240°C (CW/DVB). La Figura 4.17 muestra la eficacia de la extraccién HS-
SPME para cada una de las fibras. Como puede observarse no se han dado valores
para malation puesto que a ese nivel de concentracion no fue extraido por HS-
SPME.

3,6E+O74 B PDMS B PA 0 cw/DvB

2,4E+07 A

b .j i_‘ —
0,0E+00 - T T T

diazinon fonofos paration- fenitrotion fention clorpirifos
metil

Respuesta

Figura 4.17. Areas de picos de los plaguicidas OPs obtenidas tras la extraccion
por HS-SPME (90°C) de una muestra de agua fortificada a 10 ng ml™ para
distintostipos de fibra.
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Aungue los mejores resultados se obtuvieron para la fibra CW/DVB, ésta no
fue la seleccionada puesto que resultd ser més inestable que las otras. Con respecto a
las otras dos, no se encontraron grandes diferencias de respuesta (solo en el caso de
fonofos el &rea mejord con la aplicacion de PA). Finalmente, para redlizar las
experiencias posteriores se decidié seleccionar la fibra de PA, por ser la misma que
se utilizo en la determinacion de los OCs.

En cuanto a la optimizacién del contenido de sal, se realizaron sucesivas
extracciones de una muestra de agua fortificada a 10 ng ml™ con tres diferentes
proporciones de NaCl (0%, 15% y 30%). El aumento del contenido de sal mejoré
ligeramente la sefiadl de alguno de ellos (diazinon y fention), sin embargo en e caso
de paration-metil el area disminuyd hasta cinco veces cuando se afiadia 15 0 30% de

NaCl. Por este motivo, se decidio trabajar en pruebas posteriores sin adicion de sal.
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4.2.5. Andlisis de sangre total mediante SPME en modo espacio de

cabeza

Con € fin de completar la aplicacion de la técnica de SPME a muestras de
fluidos biol6gicos, se llevé acabo el andlisis de sangre total. La sangre es una matriz
bastante compleja, por 1o que no es recomendable la aplicacion de la técnica mas
simple de inmersion directa, que como vimos con anterioridad si resulté apropiada
para € andlisis de orina y suero diluidos con los correspondientes factores de
dilucion. En € caso de la sangre, una gran cantidad de compuestos, especialmente
proteinas, pueden ser absorbidos por la fibra, ademés de los analitos objeto de
estudio, con lo que la calidad de los andlisis decrece y €l tiempo de vida media de la
fibra disminuye drasticamente.

El uso de GC-ECD y GC-FPD supone una limitacion para seleccionar otros
compuestos, normamente de la misma familia, como patrones internos. En este
apartado se introduce la espectrometria de masas en tdndem como sistema de
deteccion, lo cua permite trabagjar con compuestos deuterados como patrones

internos para | os procedimientos finales recomendados.
4.2.5.1 Etapa preliminar de optimizacién para plaguicidas organoclorados

Algunas de las variables optimizadas para la determinacion de plaguicidas
OCs en muestras acuosas fueron aplicadas a andlisis de sangre total (absorcion:
fibra PA, 30 min de pre-extraccion + 30 min de extraccién, T2 de extraccién 90°C;
desorcién: 260°C, 2 min). Por lo que respecta a volumen, se fijé una cantidad de 0.5

ml de muestraalacual se adicion6 0.5 ml de agua nanopure.

Los parametros mas importantes de la absorcidon, que pueden influir
significativamente en la eficacia de la extraccion de analitos en sangre por SPME,
son la desproteinizacion, que se estudié mediante la adicion de &acidos, y la fuerza

ionica, que se evalud afadiendo diferentes sales.

Este estudio se llevd a cabo usando un GC-ECD debido a su mayor
disponibilidad frente al GC-MS/MS. Los pardmetros seleccionados se comprobaron
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finaAlmente en el equipo GC-MS/MS, que fue el usado para el andlisis de muestras
reales.

+ Efecto delaadicion de acido

Con €l fin de estudiar lainfluencia de la adicion de distintos &cidos en sangre
total, se extrajo una muestra fortificada a 10 ng mi™ en presencia de 50 pl de HCI
45M y 9M, o de H,SO, 4.5M y 9M. La Figura 4.18 muestra los cromatogramas
ECD obtenidos para algunos OCs.

N

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 min 0 10 20 30 40 min

T 1 1 r T T T T T T T T T
o 10 20 3_0 40 min 0 10 20 30 40 min

Figura 4.18. Cromatogramas GC-ECD correspondientes a la extraccion de
algunos plaguicidas OCs en sangre por HS-SPME en distintas condiciones de
acidez. A: H,SO, 9M; B: H,SO, 4.5M; C: HCI 9M; D: HCI 4.5M. (1) HCB,
(2) lindano, (3) endosulfan-éter, (4) heptaclor, (5) aldrin, (6) heptacloro époxido,
(7) a-endosulfan.
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Como puede observarse, no existieron grandes diferencias en las respuestas de

los plaguicidas OCs en funcién del tipo de &cido y de las diferentes concentraciones.
» Efectodelaadicion de sal

Esta experiencia se llevé a cabo en sangre fortificada a un nivel de 10 ng ml™,
adicionando dos tipos de sales: mono- y di-vaente (NaCl y (NH,),SO,). La Figura
4.19 muestra los cromatogramas correspondientes a la extraccion de los plaguicidas

OCs en sangre en distintas condiciones salinas y de acidez.

3

Figura 4.19. Cromatogramas GC-ECD correspondientes a la extraccion de
algunos plaguicidas OCs en sangre por HS-SPME. A: H,SO, 9M/0.15 g NaCl;
B: disolucion H,SO, 9M/0.15 g (NH4),SO,4; C: 0.15 g NaCl; D. 0.15 g (NH,4),SO..
(1) HCB, (2) lindano, (3) endosulfan-éer, (4) heptaclor, (5) aldrin,
(6) heptacloro époxido, (7) a-endosulfan.
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A la vista de la Figura 4.19, puede observarse que para la mayoria de los
compuestos estudiados la eficacia de la extraccion aumentd con las experiencias
realizadas en sangre con &cido y sal (Figuras A y B). Sin embargo, cuando éstas se
compararon con |las recuperaciones obtenidas en la extraccion de sangre conteniendo
solamente &cido, resultaron mucho menores. Este hecho estéd de acuerdo con la
explicacion que aportan Lee et al. (1996) sobre la posible estabilizaciéon de las
membranas de los eritrocitos en presencia de saes, 1o que provocaria que los
plaguicidas quedasen atrapados en las vesiculas de las membranas dificultdndose su
extraccién. Como consecuencia, se considerd necesaria la adicion de &cido (H,SO,4 0
HCl) a las muestras de sangre, pero no asi la de a, cuyo uso se descartd en

experiencias posteriores.

4.2.5.2. Etapa preliminar de optimizacién para plaguicidas organofosforados

Del mismo modo que en el apartado anterior,para la determinacion de
plaguicidas OPs en sangre total se realizaron también algunas pruebas preliminares
de optimizacién, en este caso mediante GC-FPD.

Se descart6 laadicion de sal y se estudié Unicamente € efecto de la adicién de
acido. Parallevar a cabo esta experiencia, se extrajeron 0.5 ml de sangre + 0.5 ml de
agua nanopure con la fibra PA adicionando en cada caso 50 pl HCl 45M y 9 M, o
50 ul de H,SO,4 4.5M y 9M. La Figura 4.20 muestra los resultados obtenidos (nivel
de fortificacion en sangre 40 ng ml™ (fonofos, clorpirifos y etion), 160 ng mi™
(paration-metil y fenitrotion) y 320 ng mi™* (malation)). El fention fue eliminado de
la lista de OPs debido a que su resolucién con clorpirifos no era del todo
satisfactoria, seleccionando entonces clorpirifos por su mayor interés en los cultivos
de la zona Mediterranea. Por otro lado, se incluyé un nuevo insecticida OP, etion
(ver Tabla 1.13 de la seccion 1.6), con la prevision de que su eficacia de extraccion
por HS-SPME era satisfactoria (Lee et al., 1996).
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E H,SO, 4,5M B H,SO, 9M
30407 1 [] HCI 4,5M [ HCl 9M
©
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§ 1,5E+07 '_H
fonofos paration- fenitrotion malation cloririfos etion
metil

Figura 4.20. Areas de picos de los plaguicidas OPs obtenidas tras la extraccion
por HS-SPME de una muestra de sangre para la optimizacion de la adicion de
acido y su concentracion.

La Figura 4.20 muestra que no existen grandes diferencias en €
comportamiento de los compuestos estudiados en las distintas condiciones de
acidez. Conociendo la facilidad de algunos plaguicidas OPs de hidrolizarse en
condiciones &cidas fuertes, se decididé seleccionar un menor contenido de &cido

(adicién de 50 ul de HCI 4.5M) paralos ensayos posteriores.

4.2.5.3. Optimizacion del método cromatogréafico GC-MS/MS

Para € desarrollo de un método multiresidual para la determinacion
simultanea de plaguicidas OPs y OCs mediante GC-MSMS, se estudiaron, en
primer lugar, los espectros de masas de cada uno de los compuestos sel eccionados,
preparados en n-hexano. Aunque o mas recomendable hubiese sido optimizar €l
método cromatogréfico en muestras de sangre fortificadas con los compuestos
investigados, debido alatécnica de extraccion utilizada (SPME) y alaimposibilidad
de obtener un extracto coman, se optd por la utilizacion de patrones en hexano,
extrapolando las condiciones Optimas obtenidas con patrones a las muestras reales
finalmente analizadas.
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Todas las experiencias MS/MS se realizaron en modo de ionizacion por
impacto electronico (El). La deteccion MS/MS consistio en el aislamiento del i6n
percusor seleccionado para cada compuesto dentro de la trampa y seguidamente la

aplicacion de un voltaje de excitacion adecuado para su subsecuente fragmentacion.

En cuanto a las condiciones de ionizacion por El, latemperatura de la fuente
se fijo en 220°C y la presion en 30 mTorr. Por lo que respecta a las condiciones de
fragmentacion, los parametros estudiados para la optimizacion del método fueron:
seleccion del i6n precursor, ventana de aislamiento, rango de masas, voltae de
excitacion y valor del pardmetro g. El tiempo de aislamiento del ion/iones
precursores seleccionados se fij6 en 8 ms 'y e tiempo de aplicacién del voltaje de

radiofrecuencia (RF) de excitacion fue de 15 ms.

El primer paso en e proceso de optimizacién de las condiciones
cromatograficas fue la seleccion del ion precursor para cada analito a partir de su
espectro de masas y del margen de unidades masa carga (m/z) incluido en la ventana
de aidamiento. En algunos casos, aungue muy pocos, COMO iONes Precursores se
pudieron seleccionar los iones moleculares puesto que aparecian como picos base
(fue el caso de HCB con (mVz 284) y fonofos (nVz 246)).

Una vez seleccionados los iones precursores, se eligié e margen de unidades
masa carga definiendo la ventana de aisamiento. En & caso de compuestos OPs €
margen de unidades m/z fue de £ 0.5 unidades sobre el valor de la m/z del i6n
precursor (excepto para clorpirifos £ 2.5 unidades). Por lo que respecta a las
ventanas de los plaguicidas OCs, fueron superiores, con valores de £ 25y + 4
unidades, excepto para HCB y p,p’-DDE que fueron de mayor amplitud (£ 5
unidades) debido a que se precisd la seleccidon del i6n precursor y una ventana
adecuada para poder identificar a analito y a su isétopo marcado. Ladefinicién dela
ventana de aislamiento correspondiente al i6n precursor, y su posterior
fragmentacion mediante espectrometria de masas en tandem, permite una mayor
informacion cualitativa del analito y por tanto una identificacion més segura. Los
resultados de las ventanas de aislamiento, asi como de los iones precursores
seleccionados, se muestran en €l articulo adjunto (seccion 4.2.5.5).
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Después de seleccionar €l i6n precursor para cada compuesto y de establecer
su ventana de aislamiento, se optimizaron los pardmetros relacionados con €l
proceso de fragmentacion. Este proceso implica colisién y posterior disociacién de
los iones precursores para generar los iones fragmento. El software del equipo
permite programar diferentes segmentos de tiempo para cada scan de andisis, y
aplicar diferentes voltajes de RF durante un mismo andlisis. La optimizacion de las
condiciones de fragmentaci én para cada plaguicida se efectudé mediante la aplicacion
de diferentes voltgjes. La seleccion de las condiciones de fragmentacidn Optimas se
hicieron en base a la obtencion de un espectro de masas donde aparecieran, en la
medida de lo posible, los iones fragmento y e idn precursor en una abundancia
relativa entre 15y 30%, lo cual esta asociado con una mayor respuesta en la relacion
sefiad ruido y en € area del pico cromatogréfico. Ademas, la presencia del i6n
precursor en el espectro de MS/M S con esta abundancia relativa, junto con los iones

fragmento hace posible la correctaidentificacion del analito.

Como gjemplo de la optimizacién en €l proceso de fragmentacion mediante la
aplicacion de digtintos voltajes, se muestran las Figuras 4.21 y 4.22,
correspondientes  a los espectros MS/MS de HCB y p,p’-DDT, respectivamente,
obtenidos con la aplicacion de distintos voltajes (1, 1.5y 5 paraHCB; 1.2, 1.3y 1.4
V para p,p’-DDT). Como puede observarse, la fragmentacién va aumentando al
hacerlo €l voltgje (en el caso de HCB se generaron hasta tres fragmentos de iones
importantes, y p,p’-DDT gener6 dos fragmentos de iones con ata abundancia
relativa). También puede observarse que en el caso de HCB, con la aplicacién de un
elevado voltgie (5 V) no se obtuvo una situacion apropiada puesto que hizo
desaparecer por completo € i6n precursor, y esto generaria dudas en la
identificacion del compuesto.
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Figura 4.21. Espectros MS/MS obtenidos para diferentes voltajes de fragmentacion de
HCB (i6n precursor seleccionado m/z 284).
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Figura 4.22. Espectros MS/MS obtenidos para diferentes voltajes de fragmentacion de
p,p’-DDT (i6n precursor seleccionado m/z 235).
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La Figura 4.23 muestra un cromatograma MS/MS para una mezcla de
patrones OCs y OPs de 50 ng ml™, aplicando e método creado para esta
experiencia. La Figura 4.24 muestra los espectros de fragmentacion MSMS
obtenidos para los plaguicidas estudiados tras su inyeccion con € método

optimizado.

Abundanciareéativa S
100
80
3
60 8
12
6
40
7 1
2 g0 A
4 M‘A\f‘M—‘y—
™
0 L L L L L L L L L L L L L B L WL
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Figura 4.23. Cromatograma GC-MS/MS correspondiente a una mezcla de
patrones de OCsy OPs a 50 ng mi™.(1) HCB, (2) SHCH, (3) lindano, (4) fonofos,
(5) endosulfan-éter, (6) clorpirifos, (7) a-endosulfan, (8) p,p’-DDE, (9) p,p’-DDD,
(20) etion, (11) p,p’-DDT.
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Figura 4.24. Espectros MS/MS correspondientes a los plaguicidas OCs y OPs

estudiados.
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Figura 4.24 (cont.). Espectros MS/MS correspondientes a los plaguicidas OCs y

OPs estudiados
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4.25.4. Determinacion de plaguicidas organoclorados y organofosforados en

muestras de sangre

La aplicacion de la técnica HS-SPME a muestras de sangre se readlizd
conjuntamente paralos plaguicidas OPs y OCs mediante GC-MSMS. En € caso de
los plaguicidas OCs, se decidid reducir la lista de compuestos estudiados
seleccionando solamente aquellos detectados con mayor frecuencia en fluidos
biol6gicos de acuerdo con la literatura (HCB, SHCH, lindano y DDTS), asi como
a-endosulfan y su metabolitos -éter, porque su uso en cultivos todavia esta
autorizado en Espafia (ver Tabla 1.12 de la seccién 1.6). Por lo que respecta a los
plaguicidas OPs la lista se redujo a fonofos, clorpirifos y etion. El diazinon fue
eliminado de la lista porque se hidrolizaba en medios acidos y por tanto no se

recuperaba adecuadamente.

Como podré observarse, el método desarrollado no se pudo aplicar a la
determinacion de endosulfan y endosulfan-sulfato, pues no se extrgeron

adecuadamente mediante HS-SPME en muestras de sangre.

Basandonos en todas las variables optimizadas para la extraccion de
plaguicidas OPs y OCs mediante HS-SPME, tanto en muestras de agua (apartado
4.2.4) como en pruebas preliminares con sangre (apartados 4.25.1 y 4.2.5.2), se
selecciond un procedimiento comin de extraccion para muestras de sangre mediante
HS-SPME y deteccién GC-MSMS. A 0.5 ml de sangre se le afiadié 50 pl de HCI
4.5M, y después de 1 min de agitacion se adiciond 0.5 ml de agua nanopure. El via
conteniendo la muestra fue pre-calentado a 90°C durante 30 min, y seguidamente
extraido durante 30 min mas con la fibra de PA. Finamente, |a desorcién de lafibra
tuvo lugar en el puerto de inyeccion del GC a una temperatura de 240°C durante un

tiempo de 4 min.

La validacion del méodo desarrollado se llevd a cabo evaluando los

siguientes pardmetros (ver resultados en el articulo adjunto, seccion 4.2.5.5):

Linealidad- las curvas de cdibracion fueron obtenidas a partir 5 niveles de

concentracion con tres réplicas. Los patrones se prepararon en matriz y se usaron
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areas relativas a patrones internos marcados i sotopicamente HCB **Cy (para HCB)
y p,p’-DDE Dg (para € resto de compuestos). El rango de concentracién estudiado
fue entre 1-50 ng ml™* (excepto para HCB 0.5-25 ng mi™ y 5-50 ng mi™ parap,p’-
DDT). Como puede observarse en la Figura 4.25, se usaron curvas de calibracion
de segundo orden ya que permitieron un mejor gjuste de los puntos y la obtencién
de valores de r? superiores a 0.99.

Exactitud- estudiada mediante ensayos de recuperacion (n=6) analizando muestras
de sangre fortificada a tres niveles de concentracion 1, 5y 25 ng mi™ (0.5, 25y
12.5 ng mi™ para HCB).

Precisién intra-dia- determinada como la repetibilidad en un mismo dia (n=6) de

las recuperaciones alos tres niveles de fortificacion ensayados 1, 5y 25 ng ml™
(0.5, 2.5y 12.5 ng ml™* para HCB).

Precision inter-dia- determinada como lareproducibilidad en tres dias diferentes

(n=9) de las recuperaciones a dos niveles de fortificacion 1y 25 ngml™ (0.5 y
12.5 ng ml™* paraHCB).

Limites de deteccion (LD)- obtenidos cuando la sefial fue 3 veces el ruido de fondo

en e cromatograma correspondiente al nivel mas bajo de concentracion para €

analito.

El procedimiento optimizado se aplicd a muestras reales de sangre
correspondientes a cultivadores, y a aplicadores de plaguicidas en citricos de la
Comunidad Valenciana. HCB (0.8-4.8 ng ml™), #HCH (1.1-1.8 ng ml™) y p,p’-
DDE (2.2-74 ng ml™) fueron los plaguicidas OCs detectados con mayor frecuencia.
El insecticida OP clorpirifos fue detectado en 4 muestras a bgos niveles de
concentracion proximos a su limite de deteccion (0.2 ng ml™). El procedimiento
también se aplicd a 5 muestras reales de suero, que ademas coincidieron con los
aplicadores de plaguicidas, cuyas sangres también se habian anaizado. Los
resultados obtenidos estuvieron de acuerdo con los detectados en las sangres. Para

mas detealles se puede consultar €l articulo cientifico del apartado 4.2.5.5.
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Figura 4.25. Curvas de calibrado correspondientes a la extraccién por HS-SPME
de disoluciones patrén de plaguicidas OCs 'y OPs preparadas en sangre y usando
patrones internos HCB **C; (para HCB) y p,p’-DDE Dg (para € resto de
compuestos).
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Figura 4.25 (cont.). Curvas de calibrado correspondientes a la extraccion por HS-
SPME de disoluciones patron de plaguicidas OCs y OPs preparadas en sangre y
usando patrones internos HCB *C; (para HCB) y p,p’-DDE Ds (para € resto de
compuestos).
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4.2.5.5. Articulo cientifico 3: J. Chromatogr. B (en prensa)

HEADSPACE SOLID PHASE MICROEXTRACTION IN COMBINATION
WITH GAS CHROMATOGRAPHY AND TANDEM MASS
SPECTROMETRY FOR THE DETERMINATION OF
ORGANOCHLORINE AND ORGANOPHOSPHORUS PESTICIDES IN
WHOLE HUMAN BLOOD

F. Hernandez*, E. Pitarch, J. Beltran, F.J. Lopez

Analytica Chemistry, Dept. Experimental Sciences, University Jaume |, P.O. Box
8029, E-12080 Castellon, Spain

Abstract

A method for the determination of severa organochlorine and
organophosphorus pesticides in human whole blood samples was developed. The
combination of solid phase microextraction in headspace mode with gas
chromatography with tandem mass spectrometry alowed the determination of
eleven selected pesticides at ppb levels, minimizing the sample treatment.
Quantitation was carried out by means of calibration curves prepared in blood using
labelled surrogate/internal standards. The method showed good linearity between 1
and 50 ng ml™* (0.5-25 ng ml™* for HCB) using second-order calibration curves.
Precision was found to be better than 20% at the three concentration levels assayed
in the range of ng mi™. The detection limits obtained were in the range 0.02-0.7 ng
mi™, except for p,p’-DDT (3 ng ml™). The developed procedure was applied to
blood and serum samples obtained from agricultural workers. HCB, B-HCH and

p.p’ -DDE were the most frequently detected in the samples analyzed.

Keywords: gas chromatography, tandem mass spectrometry, solid phase
microextraction, blood analysis, pesticides
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1. Introduction

The widespread use of pesticides has posed problems for both our
environment and health, being the exposure to these hazardous compounds of great
concern for the general population. Biological monitoring is a useful tool for
assessing exposure to pesticides and involves the measurement of a biomarker of
exposure (usualy the pesticide or their metabolites) in human blood, urine or
tissues, determining in this way the internal dose of the toxicant [1]. Measure of
toxic compounds in biological samples face to several inconvenient being the most
important the low concentration levels involved and the complexity of samples
matrices (urine, serum or whole blood). So, biological monitoring requires reliable
analytical methods for the accurate determination of pesticides and/or metabolites at

the low levels found in this type of samples.

Measuring the internal dose of toxicants in blood has several advantages over
measuring it in urine. Generally, the parent compound, instead of a metabolite, can
be directly monitored in blood products such as whole blood, plasma, or serum;
therefore, the development of a blood measurement technique usually does not
require detailed information on the metabolism. The major disadvantages of blood
measurements are the venipuncture required to obtain the sample and the low
concentration levels. In addition, when samples can be obtained, the amount of
blood available to perform the analysis is often limited. These facts stress the need
for developing specially sensitive analytical procedures.

For the determination of pesticides in blood products, serum is usually
preferred over whole blood due to the major complexity of the matrix in whole
blood and because serum is a more homogeneous material [2]. However, the
analysis of blood can provide interesting information on the total levels of some
contaminants before their distribution in the different blood compartments. The
analysis of whole blood samples usualy requires tedious procedures including one o
more clean up steps in order to remove interferences. In this way, treatment with
sulfuric acid after liquid-liquid [2,3] or solid phase extraction (SPE) [4] has been

used for the determination of organochlorine pesticides and PCBs in whole blood
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samples, sometimes combined with an additional SPE [2]. SPE clean up has been
also applied after hexane extraction for the determination of HCH isomers, aldrin
and DDT metabolites in human blood [5]. Chlordane compounds and metabolite
residues have been determined in whole blood using and extraction with extrelute

columns and a SPE clean up with florisil [6].

When the anaytes have suitable volatility, an aternative for the analysis in
these complex matrices is the extraction in headspace (HS) mode in order to avoid
most interferences. The use of solid phase microextraction (SPME), quite a recent
extraction technique developed by Pawliszyn and co-workers [7-9], in the head
space approach appears as a feasible technique favored by reduction in sample
handling, even eliminating the need for clean up steps. HS-SPME procedures have
been proposed for the determination of different compounds as cyanide [10], ethanol
[11] and fenfluramine and amphetamines [12] in whole blood samples. With regards
to pesticides, some applications for organochlorine [13] and organophosphorus
pesticides [14-16], as well as for dinitroaniline herbicides [17] have been reported in
whole blood samples by means of HS-SPME.

Detection of extracted pesticides can be carried out by using different gas
chromatography (GC) detectors, but it is preferable to use mass spectrometry
detection in order to further assess peak identity. The use of MS detection clearly
increases detection capabilities giving spectral identification of separated
compounds. In spite of this, in most occasions the use of typical EI-MS detection
suffers from peak detection problems even when using a selected ion for
quantitation, especially with very complex matrices as biological fluids[18,19]. This
situation can be overcome by using mass spectrometry in tandem detection with an
adequate selection of precursor and daughters ions as referenced in literature
[20,21]. Thus, procedures based on a final determination by GC-MS/MS usually
give good results both on identification and quantitation of pesticides in biological

samples at low concentration levels.

In this paper, a study on the applicability of the HS-SPME combined with
GC-MS/MS for the pesticide determination on human blood stabilized with Kj
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EDTA has been done. Development and optimization of SPME procedures were
carried out separately for several OC and OP pesticides by using GC-ECD and GC-
FPD, respectively. Later, a method has been developed for both types of compounds
using tandem mass spectrometry detection. Quantitation has been performed using
calibration curves prepared by spiking blank EDTA-blood samples, and using
labelled surrogate standards. The devel oped multiresidue procedure has been applied
to blood and serum samples from agricultural workers.

2. Experimental

2.1 Reagents

96.5-99.7% purity pesticide standards were purchased from Dr. Erhenstorfer
(Pomochem, Wesel, Germany) and used without further purification. Stock standard
solution mixtures (ca. 50 pg ml™) for OP and for OC pesticides (except 25 ug ml™
for HCB) were prepared in acetone from stock individual standards and stored at
-18°C. Working solutions were prepared by dilution with methanol and stored at
4°C. Spiked water and blood samples were prepared by adding the appropriate
volume of the methanol standard solution, maintaining afinal constant concentration

of 2.5% methanol, thoroughly shaking and allowing to equilibrate overnight at 4°C.

4.4’ -DDE Dg (Dr Ehrenstorfer) and HCB-"*Cy (Cambridge Isotope Labs, Inc.
Andover, MA) were used as surrogate/internal standards. Stock solutions of |abelled
standard (ca 100 pg mi™) were prepared in acetone and stored at -18°C. Working

solutions were prepared by dilution with methanol.

Organic solvents (methanol and acetone) were for pesticide residue anaysis
(Scharlau, Barcelona, Spain). Sulfuric acid (Scharlau) and hydrochloric acid (J.T.
Baker, Deventer, The Netherlands) were of analytica grade. Sodium chloride
(Scharlau) of analytical grade was used after purification by heating at 300°C

overnight.
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2.2. Samples

Blood samples used for optimization studies we re obtained from non-
exposed healthy subjects and samples for anaysis were collected from citrus
growers. All of them were supplied by Gabinete de Seguridad e Higiene en €
Trabajo de la Conselleria de Trabajo de la Generalitat Valenciana. The samples
were collected into Vacutainer tubes (Brand. Sterile Interior) containing K3 EDTA
for avoiding coagulation and stored at -18°C.

2.3. Instrumentation

The SPME device used for manual extraction, consisting in a holder assembly
and severa replaceable fibers, was purchased from Supelco (Spain). Three different
fiber types were compared, from non polar polydimethylsiloxane (PDMS, 100 um)
to more polar polyacrilate (PA, 85 um) and Carbowax/divinylbenzene (CW/DVB,
65um). The fibers were conditioned as recommended by the manufacturer by
heating them in the injection port of the chromatographic system during 0.5-2 h at
250-300°C depending on the fiber type.

Analysis of OC pesticides were performed using a Hewlett-Packard 5890
Series |1 gas chromatograph (Avondale, USA) equipped with a splitless injector (2
mm i.d. glass liner) and electron capture detection (ECD) system. The GC system
was fitted with a 25 m x 0.2 mm i.d., 0.33 um HP Ultra 2 (5% phenyl methyl
siloxane) column. Injector temperature was 260°C, while the oven temperature
program used was: 120°C (5.5 min), 30°C min™ to 150°C, 3°C min™ to 270°C with a
final hold for 0.5 min. Helium was used as carrier gas at a flow-rate of 1 ml min™.

ECD conditions: temperature 300°C, nitrogen (make-up) 60 ml min™.

Anaysis of OP pesticides were performed using an UltraTrace GC gas
chromatograph (Fisons Instruments, Milan, Italy) based on the GC 8000 Series 2,
equipped with an FPD-80 flame photometric detector and PC-based data system
(Chrom Card) to control data acquisition and instrument conditions. The pressure of

detector gases, hydrogen and air, were set at 140 kPa and 60 kPa, respectively.
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Helium was used as carrier gas at a constant flow-rate of 1 ml min™. The analytical
column was a 30 m x 0.32 mm i.d., with 0.50 pm 5% phenyl methyl siloxane
(Hewlett-Packard). Detector and injector temperatures were 280 and 250°C,
respectively. The oven temperature was programmed as follows. 60°C (5.5 min),
30°C min'™ to 200°C, 3°C min™ to 270°C with afinal hold time for 5 min.

GC-MS/MS was performed using an ion trap mass spectrometer (Finnigan
GCQ, Austin, Texas, USA) operating in electron impact (El) ionization mode. The
GC 8000 Top (CE Instruments, Milan , Itay) was equipped with a AS 800
autosampler. The oven temperature was programmed as follows: 90°C (4 min),
30°C min™ to 180°C, 4°C min™ to 270°C, 30°C min to 300°C with afinal hold for
3.5 min. Splitless injections (3 mm i.d. glass liner) of 2 ul were performed using a
30 m x 0.25 mm fused silica DB-5M S capillary column with a film thickness of 0.25
pum (cross-linked 5% phenyl methyl siloxane). Helium was used as carrier gas at a
flow of 1 ml min® The injector temperature was 240°C. Experimental mass
spectrometer conditions are summarised in Tables | and 1. Extracted ions selected
from EI-MS/M S spectrafor quantitation are indicated in Tablel11.

Table |. Mass spectrometer conditions.

lonisation mode El (70eV)
Multiplier voltage 1550V
Multiplier gain 3.2E5
Source temperature 220°C
Transfer line temperature 275°C
Emission current 250 pA
AGC target 50

Trap offset 10
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Tablell. Programmefor MS/MS detection of selected compounds.

Compound parention time window  massrange voltage (V)
HCB 288 3.50 10 170-295 3.50
B and y-HCH 219 1060 5 140-225 1.05
fonofos 246 11.00 1 120-250 0.70
endosulfan-ether 241 1160 8 165-245 1.56
chlorpyrifos 316 1367 5 250-320 1.20
a-endosulfan 241 1550 8 165-245 2.50
p,p’-DDE 250 1650 10 145-260 2.65
p,p’-DDD 235 1830 5 160-240 1.30
ethion 231 1870 1 120-240 0.80
p,p’-DDT 235 1990 5 160-240 1.30

Table I11. List of ions (Mm/2) extracted in MS/MS chromatograms for quantitation
(relative abundances %).

Compound m/z

1. HCB 212-216 (214, 100%), 249-253 (249, 55%), 284 (30%), 286(25%)
2. BHCH 181 (100%), 183 (85%)

3. y-HCH 181 (84%), 183 (100%)

4. fonofos 137 (100%), 174 (12%), 202 (23%)

5.endosulfan-ether  204-208 (206,100%), 237-241 (239, 54%)
6. chlorpyrifos 258 (100%), 260 (92%), 286 (85%), 288 (48%)
7. a-endosulfan 170 (73%), 172 (45%), 204-208 (204, 100%)

8. p,p’-DDE 175 (16%), 176 (98%), 177 (16%), 246 (100%), 248 (46%0)
9. p,p’-DDD 165 (100%), 199 (36%)

10. ethion 175 (100%), 203 (68%)

11. p,p’-DDT 165 (100%), 199 (6%)

Labelled surrogate/internal standard

3cs HCB 18-222 (220, 100%), 253-257 (255, 72%), 288 (70%)

Dg p,p’-DDE 33 (80%), 184 (100%), 185 (15%), 254 (72%)
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2.4. Analytical recommended procedure

For the extraction of pesticides, 0.5 ml human EDTA-blood, 25 pl of 400 ng
mi™ surrogate/internal standards mixture and 50 pl 4.5 M HCI solution were placed
into a4 ml clear glass via (36 mm x 12 mm i.d.), and sealed with a silicon-lined
septum screw cap. After shaking the via for 1 min in a vortex, 0.5 ml ultrapure
water were added. Before the extraction, the sealed vial was preheated at 90°C with
stirring in a silicone bath for 30 min. Then, the needle of the SPME device was
passed through the septum and the PA fiber was pushed out from the needle and
exposed to the HS of the vial for 30 min. After absorption, the fiber was allowed to
dry for around 10 minutes. Then, it was thermally desorbed during 4 min into the
glass liner of the GC injection port at 240°C, maintaining initial oven temperature at
90°C. Quantitation of samples was made using a calibration curve prepared by
spiking blank blood samples and using isotopicaly labelled pesticides as
surrogate/internal standards (HCB-'*Cs for quantitation of HCB and p,p’-DDE-Dg
for the rest of pesticides).

3. Resultsand discussion

3.1. HS SPME optimization

Before the application of HS-SPME to blood samples, several experiences
with spiked water samples were carried out in order to select the optimum
conditions for the extraction process. Determination of OC and OP pesticides in this

first step was performed separately by GC-ECD and GC-FPD, respectively.

For the selected OC pesticides (HCB, lindane, endosulfan ether, a-endosulfan
and p,p’-DDE) an optimization study on the desorption step was initialy was carried
out. The best results were established as follows: desorption time 2 min at 260°C
with a initial oven temperature of 120°C. PDMS, PA and CB/DVB fibers were
compared for the extraction of selected OC pesticides from spiked water samples
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(10 ng mi™ level) at two extraction temperatures: 45 and 90°C (extraction time 30
min). Although some compounds as HCB showed lower affinity for the fiber
coating at higher temperature, in general extraction efficiency was better at 90°C.
With regard to the type of coating, the higher efficiencies corresponded to PA fiber.

Extraction times were studied using spiked water samples and the equilibrium
was estimated to take up to severa hours (ranging between 0.5-11 hours). In this
situation a fixed extraction time of 30 min was selected, being similar to pre-heating
time, thus simplifying the procedure and giving a total time of sample treatment
comparable to the chromatographic run time. In this way a maximum sample

throughput with manual extraction was obtained.

Once established the conditions for fiber type, heating temperature and
extraction time using spiked water samples, the HS- SPME procedure was applied to
blood samples. The sample volume available when dealing with this type of samples
is often limited, being usually lower than 1 ml. Moreover, it is advisable to dilute
blood samples with distilled water previoudly to the extraction in order to reduce
their complexity and to avoid coagulation processes when the sample is heated. So,
in further experiments, a volume of 0.5 ml of whole blood diluted with 0.5 ml of
ultrapure water was selected for developing the HS-SPME procedure for the
determination of OC pesticides.

According to the available literature, analytical procedures for determination
of pesticides in serum and blood samples usually include an acidification of the
sample previous to the extraction step, even when using SPME procedures [12-14].
So, the effect of adding acid to the blood sample together with the effect of the ionic
strength over the extraction efficiency was studied. 50 ul of sulfuric or hydrochloric
acids at two concentration levels (9 and 4.5 M) and uni and divaent (sodium
chloride and ammonium sulfate) salts (between 0 and 15%, w/v) were added to
diluted blood samples. As an example, Figure 1 shows the ECD response of some
OC analytes after SPME of blood samples spiked at 10 ng mi™ level in different
conditions of salt and acid concentration. As it can be seen, the addition of H,SO, 9

M to the sample generally improved the response for pesticides studied, allowing the
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determination of lindane which was not recovered without acid. Only HCB showed
a notable decrease in its response when adding acid or salt. On the other hand,
addition of sodium chloride and ammonium sulfate decreased extraction efficiency
for all pesticides, as it has also been reported by several authors [13,16]. This lower
extraction efficiency when using salt addition has been justified by the stabilization
of the erythrocyte membranes by the salts, which causes trapping the pesticides into
membranous vesicles and thus their low recovery [13]. In spite of this, the addition
of low concentrations (<10%) has been recommended in the literature in order to
homogenize salt content of samples better than to improve pesticides extraction [22].
In our work, the use of hydrochloric acid instead of sulfuric acid or lowering acid
concentration did not improve the results (Figure 1) and we selected the addition of
only 50 pl of 9 M H,S0O,, that allowed us to achieve the better response for most

compounds.

2,E+06]
1E+06| [
8,E+05] |

4,E+05|

0,E+00'
HCB lindane end ether a-end p,p'-DDE
without any addition B.+50,1 H:S0: 9M
O+50y) HCI 4,5M 0 +501 HeSO: OM+15%NaCl
B +15%NaCl

Figure 1. Influence of the addition of acid and salt in blood samples fortified at 10
ng ml*on HS-SPME efficiency.
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In relation to OP pesticides, preliminary experiments with spiked water
samples using different fiber coatings showed that the highest extraction efficiencies
were also obtained with PA fiber. Desorption conditions were established according
to our previous data for the determination of OP pesticides in water samples by
direct immersion SPME [23] (4 min desorption time at 250°C in the injector and
initial oven temperature 60°C). Initialy, the experiments were carried out including
a number of eight OP pesticides, but soon it was evident that some of them as
dichlorvos, phorate, methidation, azinphos methyl and metamidofos did not show an
adequate behaviour for HS extraction, probably due to their low volatility. So, only

fonofos, chlorpyrifos and ethion were eventually selected for carrying out the study.

The effect of the ionic strength and of the acid addition over the OP pesticides
extraction efficiencies were studied using blood samples spiked at 40 ng mi™ level.
Addition of salt also led to lower extraction efficiencies. When studying the addition
of different acids and concentrations, the best results were obtained when 50 pl of
HCl 45 M were added to the sample, probably due to the low stability of OP
pesticides in more strong acid conditions (as an example, fonofos and ethion are

hydrolyzed in acid conditions [24]).

It is interesting to note that during some of the experiments, we found
quantitation problems at the lower spiking levels which were attributed to
contamination due to the absorption and reload of some of the studied compounds
from the Teflon stirring bars. Some cleaning procedures were assayed to avoid
memory effects between consecutive experiments, as cleaning the bars with a
saturated solution of potassium dichromate in sulfuric acid for 15 min, into n-hexane
for 1 hour or baking them at 200°C for 1.5 hours, but none of them solved the
problem. At lagt, the pesticides were satisfactorily removed from stirring bars at
300°C for at least 1 hour.
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3.2. GC-MYMS optimization

After optimization of the HS-SPME for selected OC and OP pesticides, the
following step was to develop a multiresidual procedure for the simultaneous
determination of both OC and OP pesticides in whole blood samples carrying out
subsequent analysis by GC-MS/MS. Besides the five OC and the three OP pesticides
selected, 3-HCH, p,p’-DDD and p,p’-DDT were also added to the standard mixtures
in order to check their behavior. The use of MS/MS allowed us to increase the
number of compounds to be studied due to its improved sensitivity and, mainly,
selectivity. For acidification of the sample previous to the extraction step, HCI was
chosen for the multiresidue determination of OC and OP pesticides, as a
compromise for both families of compounds. Therefore, the HS-SPME procedure

was applied asindicated in section 2.4.

The MS/MS method applied uses El ionization mode with automatic gain
control (AGC), which is characteristic of ion trap MS analyzer. MS/IMS detection
was performed by isolation of the corresponding selected parent ion for each
compound inside the trap followed by application of an adequate excitation voltage
for its subsequent fragmentation. Parent ions were selected from the EI spectra
taking into account aspects as high m/z values but also the peak abundance as well
as the chromatographic signal obtained after its isolation in the ion trap. Daughter
ions obtained were scanned over a characteristic mass range leading to the MS/MS
spectrum. The object was to generate MS/IMS spectra where the parent ions were
present in at least a 10-20% of base peak.

In this paper, the MS/MS method was divided into ten acquisition segments
(one for each pesticide, except for the isomers B-HCH and lindane). Three values of
the trapping parameter q (0.45, 0.35 and 0.25) were investigated. The higher
response for most compounds were obtained with g = 0.45, so this value was
selected for our method. Then, isolation and excitation conditions were optimized
and selected in order to obtain characteristic MS/IMS spectra with fragmentation

patterns rich enough to allow the accurate identification of analytes detected.
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Table Il shows the conditions corresponding of the optimized MSMS
method. The highest isolation windows used corresponded to HCB and p,p’-DDE as
the labelled HCB-"*Cs and 4,4 -DDE Dg were also included in these segments. In
addition, the selected precursor ion in these isolation windows did not correspond to
any base peak in their El spectrum (284 for HCB and 246 for p,p’-DDE), but the
selection of precursor ion and window was made in order to keep isolation mass
range as short as possible and including the pesticide as well as the isotopically
labelled compound. In general, OP compounds required lower values of
fragmentation voltages (0.70 V for fonofos, 1.20 V for chlorpyrifos and 0.80 V for
ethion) than OC pesticides, corresponding the highest voltages to HCB, a-
endosulfan and p,p’-DDE (3.5, 2.5 and 2.65, respectively).

Extracted ions selected from EI-M S/M S spectra for quantitation are indicated
inTablelll.

3.3. Analytical characteristics and validation

Once the experimental conditions were optimized, validation of the overall
analytical procedure, including HS-SPME (PA) and the subsequent determination of
selected OC and OP pesticides by GC/MS-MS was carried out as regards as linearity

range, precision, accuracy and limits of detection.

Quantitation was performed using calibration curves prepared by spiking
“blank” blood samples with selected pesticides and using labelled surrogate/internal
standards. The “blank” blood sample consisted in a pool obtained by mixing around
20 individual EDTA blood samples. This pool was previously analyzed ant it was
found to contain HCB and p,p’-DDE (mean concentrations of 2.7 and 3.7 ng ml™;
relative standard deviations 20 and 12%, respectively), and thus it was necessary to
correct the quantitative results in the samples by subtracting blank values for these
two pesticides. Figure 2 shows a typical chromatogram of a “blank” of blood

sample.
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Initially, some quantitation problems were observed, that were attributed to
the fact that *Cs HCB was used as surrogate/internal standard for quantitation of the
early eluting peaks (HCB, B-HCH, lindane, fonofos and endosulfan ether) and Dg
p,p’ -DDE for the late eluting peaks (chlorpyrifos, a-endosulfan, p,p’-DDE, p,p’-
DDD, ethion and p,p’-DDT). Coefficients of variation obtained in this way were too
high (>20% in most cases at al fortification levels assayed) as matrix effect
correction was inadequate. After several experiments, we proved that the best option
was the use of **C¢HCB for only HCB and Dg p,p’-DDE for the rest of pesticides.

Linearity of the method was tested on blood samples spiked at arange of 1-50
ng mi™ using five concentration levels (1, 5, 10, 25 and 50 ng ml™, except for HCB,
0.5, 2.5, 5, 12.5 and 25 ng ml™) and analyzing each level by triplicate. A best fit of
the experimental points was obtained when using second-order calibration curves

with r? higher than 0.99 for all compounds in the whole range tested.

The precision and accuracy of the procedure were obtained by analysis of six
spiked blood replicate samples at three concentration levels (1, 5 and 25 ng ml™)
(Table 1V). Most of calculated concentrations fell in the range of 90 to 120% of the
spiking concentrations, with afew exceptions. In the case of fonofos values obtained
were above 120% at the three spiking levels assayed; chlorpyrifos also showed high
values, especialy at 5 ng mli™ (143%). This problem could have possibly been
corrected using more adequate labelled internal standards (ideally fonofos and
chlorpyrifos labelled standard). Ethion showed the worse accuracy when
guantitation was carried out using cdibration curves, being the calculated
concentrations lower than the spiking values (74%) at 5 ng ml™ spiking level.
Precision, expressed as coefficients of variation, was in general better than 20% and
near this value for most of the compounds at the lowest concentration level assayed
(1 ng mi™). The worst values were obtained for lindane and p,p’-DDT, in the last
compound probably due to that fortification level was close to the LOD. These
coefficients of variation are quite similar to those reported for determining

dinitroaniline herbicides (0.1-10 ng ml™) in blood and urine samples by SPME
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(around 14%) [17], and are in the usua range of precision for SPME procedures

when applied to the determination of pesticidesin complex matrix samples [22, 25].

Between-day precision (n=9) was aso studied by analyzing three replicates of
blood samples spiked at two concentration levels (1 and 25 ng ml™) on three
different days covering atotal period of 5 days. Coefficients of variation were below
30% at both levels.

The limits of detection (LOD) were estimated from chromatograms (using
extracted ion chromatogram) corresponding to blood samples spiked at the lowest
level and calculated as the peaks having a signal-to-noise ratio of 3 (Figure 3). Asit
can be seen in Table 1V, experimental LOD were in the range of 0.02-0.7 ng ml™,
except for p,p’-DDT (3 ng mi™). Due to the presence of HCB and p,p’-DDE in all
samples analysed, the “blank” included, LOD for these compounds were estimated
from the chromatograms corresponding to the measured sample with the lowest
concentration (sample 15: HCB 0.7 ng ml™ and p,p’-DDE 0.4 ng mi™). LOD for
HCB and p,p’-DDE were found to be 0.1 ng mi™ and 0.02 ng ml™, respectively.

These LOD were similar or better than other found in the literature. Thus,
Roéhrig et a. [13] also used HS-SPME for the determination of OC pesticides in
human blood reaching LOD of 0.15 ng ml™ for lindane, 0.25 ng ml™ for p,p’-DDD
and 1.59 ng mi™ for p,p’-DDT; for B-HCH, HCB and p,p’-DDE their LOD were
lightly higher than those obtained in this paper (0.9, 0.76 and 0.08 ng ml™,
respectively, compared to 0.1, 0.1 and 0.02 ng ml™). In the same way, using the
same chromatographic detection technique (GC-MSMS) and solvent extraction
(with 2 cleanup steps) for the determination of endosulfan in serum, LOD were very
similar (endosulfan-ether 0.05 ng mi™ and a-endosulfan 0.3 ng mi™) [26]. Other
authors found much higher LOD (25-30 ng ml™) for the determination of OC

pesticides in human plasma by means of LLE with aFlorisil cleanup step [27].
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Table V. Accuracy and precision (n=6) for the overall HS-SPME and GC-MSMS procedure for the determination of pesticides
in spiked blood samples. Limits of detection (ng ml™).

Spiking level® 25 ng mi™* Spiking level® 5 ng ml™ Spiking level® 1 ng ml™ L.O.D.
Mean C.V. (%) Mean C.V. (%) Mean C.V. (%) (ngml™)
concentration concentration concentration
(ngml™) (ngml™) (ngml™)
HCB 134 11 24 10 24 21 0.1
B-HCH 25.0 17 54 13 54 20 0.1
lindane 235 20 6.1 22 6.1 35 0.2
fonofos 30.8 10 6.5 14 6.5 16 04
endosulfan ether 27.0 8 53 5 53 8 0.1
chlorpyrifos 28.0 18 7.2 17 7.2 14 0.2
a-endosulfan 28.8 8 52 13 5.2 9 0.5
p.,p'-DDE 29.8 7 5.7 20 5.7 18 0.02
p.,p’-DDD 28.8 11 54 19 54 22 04
ethion 255 8 3.7 15 3.7 22 0.7
p,p’-DDT 313 20 5.2 41 5.2 3 3

212.5ng ml ~* for HCB
®2.5ng m™ for HCB
0.5 ng mi™ for HCB
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Figure 2. Extracted ion GC-MS/MS chromatogram obtained after HS-SPME of a
“blank” of blood sample. 1- HCB, 8- p,p’-DDE. (See Table |11 for m/z used).
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Figure 3. Extracted ion GC-MS/MS chromatogram obtained after HS-SPME of a
blood sample spiked with OC and OP pesticides at 1 ng ml™. 1- HCB, 2- SHCH,
3- lindane, 4- endosulfan ether, 5- fonofos, 6- chlorpyrifos, 7- a-endosulfan,
8-p,p’-DDE, 9- p,p’-DDD, 10- ethion. (See Table 111 for m/z used).
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3.4. Application to real blood and serum samples

The multiresidual procedure developed in this paper was applied to two
groups of samples: 17 samples collected from growers of the Valencia province
(Spain) and 5 samples from pesticide applicators from the Castellon province
(Spain) engaged in citric production. Due to the limited volume of sample available,
only one replicate of each sample could be analyzed. Tables V and VI show the
results obtained.

HCB (ranging between 0.7-4.3 ng ml™) and p,p’-DDE (0.4-74 ng ml™) were
detected in all the blood samples, showing a parallel behaviour because higher
concentration of HCB corresponded usually to samples containing also high levels
of p,p'-DDE. Significant are the samples numbered as 11, 12 and 14 which
contained the highest concentrations of HCB (around 4 ng ml™) and aso of
p,p’ DDE (48, 74 and 66 ng ml™). Among al the 22 samples analyzed, it can be
emphasized the number 12, which was by far the most contaminated, with the
highest concentration of p,p’-DDE, HCB and -HCH. Additionally, it was the only
blood sample where we detected p,p’ DDT and p,p’-DDD. B-HCH was detected in

seven samples at concentrations always around 1 ng mi™.

As depicted in Table V two samples contained p,p’-DDE at concentrations
above of the method (50 ng mi™). In these cases, we estimated their concentrations
in around 66 and 74 ng mi™, as the calibration curve was tested up to 100 ng mi™
actually, although linearity was only established up to 50 ng mi™.

These findings are in agreement with different monitoring surveys performed
in human population, where OC pesticides as HCB, p,p’-DDT and metabolites and
HCHs are frequently detected in blood (serum) or adipose tissues. In a previous

work [28], we also detected HCB, p,p’DDT, and p,p’ DDE in human serum samples.

The organophosphorus insecticide chlorpyrifos (widely used nowadays in
citric crops of the Mediterranean region) was detected in 4 samples, in al cases at
concentration levels below or around the limit of detection of the procedure (0.2 ng

mi™). The presence of chlorpyrifos in blood should be due to a recent exposition of
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growers to this compound because it is rapidly metabolized in humans being

excreted mainly as the metabolite 3,5, 7-trichloro-6-pyridinal in urine.

Asan example, Figure 4 shows the extracted ion GC-MS/M S chromatogram
corresponding to the blood sample 12.

In a previous paper [28], we developed a procedure for the determination of
OC and OP pesticides in human serum using HS-SPME followed by GC-MS. In the
present work, we have used the optimized GC-MSMS detection but maintaining the
same extraction conditions originally established [28] (1 ml serum + 50 yl 9 M
H,SO, + 2 ml distilled water; HS extraction for 30 min at 90°C of stirred samples
with PDMS fiber). This new procedure was checked for linearity range, which was
tested over arange of 1-25 ng ml™ in serum sample (0.2-12.5ng ml™ for HCB). The
best fitting of the experimental points corresponded to second-order calibration
curves with r? higher than 0.99 for all compounds in the whole range tested. Limits
of detection were aso caculated from the GC-MSMS (extracted ion)
chromatograms of serum samples spiked a the lowest level (1 ng mi™).
Experimental LOD were in the range of 0.03-0.3 ng mi™ (1 ng mi™ for B-HCH and
1.6 ng ml™ for a-endosulfan). In this way, LOD obtained with MS/MS detection
were more satisfactory than those of MS for most of compounds. For example, the
LOD for lindane and p,p’-DDT using M S detection were found to be 1 and 5 ng ml’
! respectively , while for MS/MS detection the LOD was 0.2 ng ml™ for both

compounds.

This multiresidual procedure was applied to serum samples from the five
pesticide applicators whose whole blood had been analysed before. Results obtained
are in agreement with those of whole blood (Table VI), although concentration
levelsin serum were always higher than in blood by a factor ranging from 1.3 to 2.1.
Thisincrease in the values could be due to the volume concentration that takes place
to separate serum from whole blood or to the different distribution of organic

compounds in blood compartments.
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Figure 5 shows the extracted ion GC-MSMS chromatogram corresponding

to the serum sample 18.

8 11 14 17 20 (min) 23

Figure 4. Extracted ion GC-MSMS chromatogram of the blood sample 12.
1- HCB, 2- #HCH, 8- p,p’-DDE, 9- p,p’-DDD, 11- p,p’-DDT. (See Table Il for
m/z used).

8 11 14 17 20 (min) 23

Figure 5. Extracted ion GC-MS/MS chromatogram of the serum sample 18.
1- HCB, 6- chlorpyrifos, 8- p,p’-DDE. (See Table I I1 for m/z used).
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Table V. Concentrations (ng ml™) of pesticides detected in human blood from a group of 17 growers from Valencia.

Sample number

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
HCB 22 12 21 24 19 28 17 11 11 10 38 43 17 41 07 20 038
B-HCH 4 _ 15 _ 17 18 11 12 _ 14
chlorpyrifos _ _ _ _ d? _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ d
p,p’-DDE 12 30 62 93 22 28 53 27 14 21 48 T4 22 66 04 81 88
p,p’-DDD _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 0.8 _ _ _ _ _
p,p’-DDT _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 50 _ _ _ _ _
@d: detected * estimated value
Table VI. Concentrations (ng ml™) of pesticides detected in human blood and serum from a group of five pesticide
applicators (citric crops) from Castellon
Sample number
18 19 20 21 22
blood serum blood  serum blood serum blood serum blood  serum
HCB 25 34 2.8 4.8 22 35 18 25 18 2.6
chlorpyrifos a? 0.7 0.4 0.6 _ _ _ _ _ _
p,p’-DDE 8.7 13 13 27 31 4.8 8.1 16 5.6 7.0
@ d: detected
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4. Conclusions

The SPME multiresidue procedure developed in this paper alows an
important reduction in sample treatment compared with other conventiona
techniques as liquid-liquid and solid-phase extraction. Although SPME is usually
applied in the direct immersion mode, the complexity of blood sample matrix forced
us to carry out extraction in the HS mode. Thus, the use of calibration curves
prepared with spiked blank blood provides accurate results for quantitation, also
being required to use isotopically labelled surrogate/internal standards to correct the
matrix effect. Moreover, the application of GC-MS/MS provides a satisfactory
sensitivity and selectivity avoiding most of the interferences from this type of

complex biological matrix.

The overdl SPME-GC-MS/MS procedure alowed us to determine severa
OC and OP pesticides simultaneously in whole blood leading to low detection limits
for most of the pesticides studied (0.02-0.7 ng mi™%). The method can be suitable for
detecting pesticides of different physico-chemical characteristics in exposed and

non-exposed population and can be widen to the analysis of serum samples.

The developed procedure has been applied to a number of blood and serum

samples where several OC pesticides were detected.
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4.2.6. Analisis de suero mediante SPME en modo de espacio de

cabeza

La aplicacion de la técnica HS-SPME a muestras de suero se realizé
separadamente para los plaguicidas OC y OPs mediante GC con detector de
espectrometria de masas. Los plaguicidas seleccionados fueron los mismos
investigados en el apartado 4.2.5.4, aunque se adicion6 € OC, a-HCH, y los OPs,

paration-metil y fenitrotion.

4.2.6.1. Optimizacion del método cromatografico GC-MS

De modo andlogo ala optimizacién de GC-MS/MS, € estudio cromatografico
por GC-MS se llevd a cabo con patrones de plaguicidas en n-hexano, utilizando la
deteccion en modo selected ion monitoring (SIM). El primer paso para la creacion
del método fue la obtencion de los espectros de masas para cada compuesto
mediante experiencias de inyeccion en modo full scan, y seguidamente
seleccionando aquel 0 aguellos iones, incluyendo el pico base, més caracteristicos de
cada analito. Las Figuras 4.26 y 4.27 muestran |los espectros de masas para cada

plaguicida estudiado.
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4.2.6.2. Determinacion de plaguicidas organoclorados y organofosforados en

muestras de suero

El objetivo de investigar esta Ultima etapa de andlisis de muestras de suero fue
principalmente, la mejora en cuanto a sensibilidad y selectividad con respecto a
procedimiento optimizado en el apartado 4.2.3 en € que se usaba SPME por
inmersion directa.

Después de varias experiencias insatisfactorias por inmersion directa con la
fibra PDMS, en las que se intenté mejorar la sensibilidad del método usando
menores factores de dilucion (entre 1/12 y 1/3) o afadiendo agentes
desproteinizantes (H,SO,, TCA, metanol), se opt6 por aplicar la técnica de espacio
de cabeza (HS-SPME). Como condiciones iniciales, se seleccionaron lafibra PDMS
(ya usada con éxito en el método de inmersién directa), una temperatura de 90°C y
una dilucion del suero 1/3. Con esta dilucion, menor ala usada en inmersion directa
(1/50), se pretendia megjorar la sensibilidad del método, pues en este caso la fibra
debia presentar a priori menos problemas a no introducirse directamente en una

muestra compleja como e suero.

Se estudi6 € efecto del agente desproteinizante para la determinacion de OCs
en muestras de suero mediante HS-SPME. La Figura 4.28 muestra € efecto de la
adicion de 50 pl H,SO,4 9M, 50 pl TCA 0 500 pl metanol a1 ml de suero fortificado
a 50 ng mi™* y posteriormente diluido con 2 ml de agua nanopure. Como puede
observarse, € metanol no generd ningln incremento de las respuestas de los
analitos. Los mejores resultados se obtuvieron con la adicién de 50 ul H,SO, 9M a
la muestra, y por consiguiente éste fue seleccionado como agente desproteinizante
del suero para el método HS-SPME.
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Figura 4.28. Areas correspondientes a los plaguicidas OCs en suero tras la
extraccién por HS-SPME, en funcion del agente desproteinizante.

Finamente, se selecciond un procedimiento comun de extraccion de
plaguicidas OCs 'y OPs en muestras de suero mediante HS-SPME y deteccion GC-
MS. A 1 ml de suero se le afadi6é 50 ul H,SO, 9M, y después de 1 min de agitacién
se adiciond 2 ml de agua nanopure. El via conteniendo la muestra fue pre-calentado
a 90°C durante 30 min, y seguidamente extraido durante 30 min con la fibra de
PDMS. Finalmente, ladesorcién de lafibra sellevd a cabo en el puerto de inyeccién

del GC aunatemperatura de 250°C durante 5 min.

La validacion del méodo desarrollado se llevd a cabo evaluando los

siguientes pardmetros (ver resultados en el articulo adjunto, seccion 4.2.6.3):

Linelidad- las curvas de calibracion fueron obtenidas a partir 6 niveles de
concentracion con tres réplicas, usando patrones en matriz y areas relativas a
patrones internos marcados isotdpicamente HCB *Cy (para a-HCH, HCB, lindano
y endosulfan éter) p,p’-DDE Dg (a-endosulfan, p,p’-DDE, p,p’-DDD, endosulfan
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sulfato y p,p’-DDT) y fenitrotion Dg (para los OPs). En el caso de los plaguicidas
OCs, € rango de concentracion estudiado fue entre 1-100 ng mi™ (excepto para
HCB 0.5-50 ng ml™), y para los plaguicidas OPs, 2.5-250 ng ml™* para paration-
metil y fenitrotion, y 0.5-50 ng mi™ para el resto. Como puede observarse en las
Figuras 4.29 y 4.30, se usaron curvas de caibracion de segundo orden, ya que
permitieron un mejor ajuste de los puntos y la obtencién de valores de r? superiores
a0.99.

Exactitud- estudiada mediante ensayos de recuperacion (n=6) analizando muestras
de suero fortificado a tres niveles de concentracion (0.5, 5y 25 ng mi™ para HCB;
1, 10y 50 ng ml™ para el resto de OCs; 5, 25y 125 ng ml™ para paration-metil y
fenitrotion; 1, 5y 25 ng ml™ para el resto de OPs).

Precisién intra-dia- determinada como la repetibilidad en un mismo dia (n=6) de

las recuperaciones alos tres nivel es de fortificacidn ensayados.

Precisién inter-dia- determinada como la reproducibilidad en tres dias diferentes

(n=9) de las recuperaciones alos tres nivel es de fortificaci6n ensayados.

Limites de deteccion (LD)- obtenidos cuando la sefial fue 3 veces el ruido de fondo

en e cromatograma correspondiente al nivel mas bajo de concentracion para €

analito.

El procedimiento optimizado se aplicO a muestras reales de sueros de
trabajadores agricolas de la produccion de citricos en la provincia de Castellon,
siendo HCB (0.4-6.5 ng mi™), p,p’-DDE (1.6-29 ng mi™) y clorpirifos (0.6-2.8
ng mi™) los compuestos detectados con mayor frecuencia. Para més detalles se

puede consultar el articulo cientifico del apartado 4.2.6.3.
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Figura 4.29. Curvas de calibrado correspondientes a la extraccion por HS-SPME
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interno (fenitrotion De).

293



Capitulo 4 Determinacion de OPs y OCs en fluidos biol 6gicos mediante SPME

y=-0,0003x2+0,1003x - 0,0217

y=-0,0001x% +0,0383x - 0,0137
R2=0,9998

R2=0,9987

Area relativa
Area relativa
n

a-HCH

HCB

0 25 50 75 100 0 25 50 75 100
Conc (ng/ml) Conc (ng/ml)

y=-2E-05x? +0,0142x +0,0128

y=-5E-05x2 +0,02x +0,0017

R2=0,9982 R2=1
1,6 - 15 -
1,2 -
£ £ 10
% os el
g :
- - 05
04 1 .
lindano endosulfan-eter
0 : : . . 0,0 . . . .
0 25 50 75 100 0 25 50 75 100
Conc (ng/ml) Conc (ng/ml)
y = 1E-05x2 +0,0042x +0,0524 y=-0,0002x2 +0,1257x - 0,0812
R2=0,9991 i R2=1
0,8 - 15
- 00 £ 10 4
% 044 c
g 3
: © DDE
02 .
o -endosulfan PP
0 v . . . 0 T r v .
0 25 50 75 100 0 25 50 75 100
Conc (ng/ml)

Conc (ng/ml)

Figura 4.30. Curvas de calibrado correspondientes a la extraccion por HS-SPME
de disoluciones patron de plaguicidas OCs preparadas en suero y usando
patrones internos HCB **Cg (para a-HCH, HCB, lindano y endosulfan éter) y
p,p’-DDE Dg (para a-endosulfan, p,p’-DDE, p,p’-DDD, endosulfan sulfato y p,p’-
DDT).
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Figura 4.30 (cont.). Curvas de calibrado correspondientes a la extraccion por HS-
SPME de disoluciones patron de plaguicidas OCs preparadas en suero y usando
patrones internos HCB *Cs (para a-HCH, HCB, lindano y endosulfan éter) y
p,p’-DDE Dg (para a-endosulfan, p,p’-DDE, p,p’-DDD, endosulfan sulfato y p,p’-
DDT).
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4.2.6.3. Articulo cientifico 4: Chromatographia (en prensa)

GAS CHROMATOGRAPHIC DETERMINATION OF SELECTED
PESTICIDES IN HUMAN SERUM BY HEAD-SPACE SOLID PHASE
MICROEXTRACTION

J. Beltran/ E. Pitarch / S. Egea/ F.J. L6pez / F. Hernandez*

Analytica Chemistry, Experimental Sciences Dept., University Jaume I, P.O. Box
8029, E12080, Castellon, Spain

Key words

Gas chromatography

Solid phase microextraction
Serum analysis

Pesticides

Summary

A smple and rapid method for the simultaneous determination of nine
organochlorine (a-HCH, hexachlorobenzene, lindane, endosulfan ether, a-
endosulfan, p,p’-DDE, p,p’-DDD, endosulfan sulfate and p,p’-DDT) and five
organophosphorus pesticides (fonofos, parathion methyl, fenitrothion, chlorpyrifos
and ethion) in human serum samples was developed using the head-space solid
phase microextraction technique followed by gas chromatography/mass
spectrometry. 1 mL aliquot of serum sample, adding 50 pL of H,SO, 9 M, 2 mL
water and 50 pL of surrogate/internal standard solution (p,p’-DDE D,
hexachlorobenzene-*Cs and fenitrothion Dg) was head space SPME sampled at

90°C for 30 min. Quantitation was carried out by means of calibration curves
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prepared in serum, using areas relative to surrogates. Precision was found to be
better than 20% at the 3 concentration levels assayed in the range of ng mL™. The

detection limits were in the range of 0.1 to 6 ng mL™ for all compounds.

Finally, the optimized procedure was applied to serum samples obtained from
agricultural workers, allowing us to detect some pesticides. Hexachlorobenzene,
p,p’-DDE and chlorpyrifos were the most frequently found in the samples analyzed.

Introduction

Exposure to hazardous pesticides is of great concern for the genera
population, because of the widespread use of the compounds in agriculture, human
public health, home gardening and industry purposes. The best way to measure
human exposure to pesticides is to measure them (or their metabolites) directly in
biological fluids (biological monitoring). This requires the development of accurate
analytical procedures for the determination of pesticides and/or metabolites at the
low levels found in this type of samples. Indirect determination of exposure to
organophosphorus (OP) and carbamate insecticides is sometimes monitored by

measuring the inhibition of blood cholinesterase activity.

Solid phase extraction (SPE), tipically using Cig cartridges, has been used to
determine organochlorine (OC) and OP pesticides in blood and serum samples [1-5].
The complexity of these matrices usually necessitates the development of
procedures which include one or more clean-up steps to remove interferences and,
consequently, to improve detection limits and the accuracy of the determinations.
Different clean up techniques of different complexity have been reported, especially
for the determination of OC compounds. Thus, treatment with sulfuric acid has been
widely used [6-10] for sample clean up, as has SPE [3, 11-13].

Solid phase microextraction (SPME), a relatively new extraction technique
developed by Pawliszyn and co-workers [14, 15], has been used as a solvent-free
aternative to conventional liquid-liquid extraction and SPE procedures. Although

SPME is usually better suited to the analysis of water samples, it has also been used
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to extract biological samples (urine, serum and blood), soil and other complex
matrices, because its use enables reduction of sample manipulation, and even the
elimination of clean-up steps [16-18]. The literature contains a few reports of direct
immersion (DI) SPME for analysis of biological fluids — the determination of drugs
in urine [19, 20], plasma[21, 22], and blood [20]. Despite its limited application for
non-volatile analytes, to avoid interferences from the sample matrix the headspace
approach has been preferred to direct immersion of the fiber into the sample. The
direct headspace analysis of organochlorine pesticides in serum samples, as part of
an intercomparison program, has been reported in the literature [23]. Several
applications of head space SPME have been reported for the determination of OC
[24] and OP [25-27] pesticides, and dinitroaniline herbicides[28], in blood samples.

The final measurement of OC and OP pesticides by gas chromatograhy is
improved coupling with mass spectrometry (GC-MYS), thus enabling uneguivocal
identification of the analytes in biological samples for which interfering peaks are
usually present in the chromatograms. Quantitative analysis of pesticides in these
complex matrices can also be difficult, because of the lack of suitable internal
standards. When quantitation is performed by GC-MS, the use of isotopically
labeled surrogate standards with similar physico-chemical behavior isfeasible.

We have previously proposed the use of a procedure based on direct
immersion SPME for the determination of selected OC and OP pesticides in human
urine and serum sampleq[29]. Quantitative application of this procedure required
dilution of the samples at least fiftyfold with ultrapure water, to reduce the influence
of the matrix on SPME, and the use of surrogate/internal standards. By this means it
was feasible to perform quantitation by means of external standards prepared in
ultrapure water. Sample dilution led to relatively high limits of determination,
however. The aim of the work reported in this paper was to improve the sensitivity
of the above-mentioned procedure to enable its application to a wider range of
samples. This paper deals with the development of a head-space SPME multiresidue
procedure for the determination of OC and OP pesticides in human serum samples.
Chromatographic determination is performed by GC-MSin SIM mode, and accurate
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quantitation was achieved by use of calibration curves prepared by spiking blank

serum samples, and use of labeled surrogate standards.

Experimental

Reagents

Pesticide standards (purity 96.5-99.7%) were purchased from Dr Erhenstorfer
(Promochem, Wesel, Germany) and used without further purification. Stock
standard solutions mixtures of OC (a-HCH, hexachlorobenzene, B-HCH, lindane,
endosulfan ether, a and B-endosulfan, p,p’-DDE, p,p’-DDD, endosulfan sulfate and
p,p’-DDT; 50 ug mL™ except 25 pug mL™ for hexachlorobenzene) and OP (azinphos
methyl, dichlorvos, methamidophos, methidathion, phorate, diazinon, fenitrothion,
fonofos, chlorpyrifos and ethion; 50 ug mL™ except 10 ug mL™ for chlorpyrifos,
ethion and fonofos) were prepared in acetone from stock solutions of individual
standards and stored at -18°C. Working solutions were prepared by dilution with
methanol and stored at 4°C. Spiked serum samples were prepared by adding the
appropriate volume of methanol standard solution (maintaining a final methanol
content below 2.5%), thoroughly shaking, and leaving to equilibrate at 4°C

overnight.

4.4’ -DDE Dg (Dr Ehrenstorfer), hexachl orobenzene-*Cy and fenitrothion-O,0
—dimethyl-Dg (Cambridge Isotope Labs, Inc. Andover, MA) were used as
surrogatefinternal standards. Stock solutions of labeled standard (ca 100 pg mL™)
were prepared in acetone and stored at -18°C. Two working solutions (for labeled
OP and OC compounds) were prepared by dilution with methanol and used as
surrogate/internal standards.

Organic solvents (methanol and acetone) were of pesticide residue anaysis
grade (Scharlau, Barcelona, Spain). Sulfuric acid (Scharlau) was of analytical grade,
and trichloroacetic acid (TCA) 99.5% (Panreac) was for analysisACS (American
Chemical Society).
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Samples

Serum samples used for method devel opment and optimisation were obtained
from supposedly unexposed healthy subjects and supplied by Gabinete de Seguridad
e Higiene en e Trabgjo, Conselleria de Trabajo, Generalitat Valenciana. Blood
samples were collected by venipuncture, by use of serum separator Vacutainer
(TAPVAL) blood tubes. The blood was left to clot, and the serum was extracted.

Serum samples were then stored at -18°C until analysis.

Instrumentation

The SPME device for manual extraction, a holder assembly and severa
replaceable fibers, was purchased from Supelco (Spain). Four different fiber types
were compared, from non polar polydimethylsiloxane (PDMS, 100 pm) to more
polar polyacrylate (PA, 85 pm), Carboxen/PDMS (CX/PDMS, 75 pm), and
Carbowax/divinylbenzene (CW/DVB, 65 um). Before use the fibers were
conditioned, as recommended by the manufacturer, by heating them in the injection
port of the chromatograph for 0.5-2 h at 250-300°C, depending on the fiber coating.

Chromatographic analysis was performed with a Hewl ett-Packard 5890 Series
Il gas chromatograph (Agilent Technologies Spain, Madrid, Spain) equipped with a
splitless injector (2 mmi.d. glass liner; 5 min splitless time) and mass spectrometric
detector (Hewlett-Packard 5971 MSD). The chromatograph was fitted with a25 m x
0.2 mm i.d., 0.33 pm film, HP Ultra 2 (5% phenyl methylsiloxane) column. The
injector temperature was 250°C; the oven temperature was maintanined at 60°C for
5.5 min after injection then programmed 30°C min™ to 180°C and then 4°C min™ to
270°C, which was held for 5 min. Helium was used as carrier gas at a flow-rate of

0.5mL min.

The MSD transfer-line temperature was 280°C. Electron-impact ionization

was performed at an electron energy of 70 eV; the electron multiplier potential was
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1800 V. The mass range for full-scan experiments was nmv/z 50-500. The myz values
used for selected-ion monitoring (SIM) mass detection are listed in Table |, as also

are quantifier ions selected for extracted-ion mode.

Analytical Procedure

For extraction of OC and OP pesticides human serum (1 mL),
surrogate/internal standards mixture (200 ng mL™, 50 L), and H,SO, solution (9 M,
50 pL) were placed in a 7-mL clear glass via (52 mm x 14 mm i.d.) which was then
sealed with silicone rubber-lined septum screw cap. The vial was shaken for 1 min
by means of a vortex mixer and ultrapure water (2 mL) was then added. The sealed
vial was heated at 90°C, with stirring, in asilicone oil bath. After heating for 30 min,
the septum-piercing needle of the SPME device was passed through the septum and
the PDMS fiber was then pushed from the needle and exposed to the headspace of
the vial for 30 min. After absorption, the fiber was thermally desorbed for 5 min at
250°C in the glass liner of the GC injection port, maintaining the initial oven
temperature at 60°C. Samples were quantitated by use of a calibration curve
prepared by spiking blank serum samples; isotopically labeled pesticides were used

as surrogate/internal standards.
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Tablel. lons (m/z) selected for SIM mass detection.

Compound

m/z

Organochlorine pesticides
a-HCH
Hexachlorobenzene
Lindane

Endosulfan ether
o-Endosulfan

p,p’-DDE

p,p’-DDD

Endosulfan sulfate
p,p’-DDT
Organophosphor us pesticides

© 00 N O 0o A W N P

10 Fonofos

11 Parathion methyl

12 Fenitrothion

13 Chlorpyrifos

14 Ethion

Labelled internal standards
BCs HCB
Dsg p,p’-DDE

De fenitrothion

181, 183, 219*
249, 284, 286

181, 183, 219
239, 241, 277

195, 239, 241, 339
246, 318

165, 235, 237
239, 241, 272, 387
165, 235, 237

109, 137, 246
109, 125, 263
125, 277

197, 258, 314
125, 153, 231

255, 290, 292
234, 326
131, 283

* Underlining indicates quantifier ion (nVz) in extracted ion mode

Results and Discussion

Direct-lmmersion SPME

Initially several experiments were performed with fortified serum samples,

using the direct-immersion SPME procedure proposed previously [29] to study the

effect of sample dilution on chromatographic response and to improve the sensitivity
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of the method. Dilution factor studied ranged between 3 and 12, the amount of
analyte in the extracted sample (3 mL) being maintained constant (5 ng). Analysis of
selected OC pesticides (a-HCH, hexachlorobenzene, 3-HCH, lindane, endosulfan
ether, a- and B-endosulfan, p,p’-DDE, p,p’-DDD, endosulfan sulfate, and p,p’-
DDT) after SPME was performed by GC-MS in selected ion monitoring (SIM)

mode.

The results obtained showed that more than threefold dilution of the serum
sample did not lead to better recoveries. In addition, sample volume is usually
limited to ca 1 mL and in our experiment the application of DI SPME with 7-mL
glass vials requires a sample volume of at least 3 mL. Thus threefold dilution (1 mL
serum sample + 2 mL ultrapure water) was selected for subsequent experiments,
because it resulted in a noticeable reduction in matrix complexity while till

maintaining adequate sensitivity.

Many analytical procedures for determination of pesticides or drugs in human
body fluids include deproteination with acids [20-21, 24-26, 30] or organic solvents
such as methanol [4, 10, 13, 31] or acetonitrile [9]. To improve recoveries the effect
of the addition of sulfuric acid, trichloroacetic acid (TCA), and methanol on the
efficiency of extraction of OC pesticides in direct immersion SPME was studied.
Recoveries obtained were not satisfactory, and were similar for all reagents and
concentrations tested, and most interferences were ill present in the final
chromatogram. Use of direct-immersion SPME was, therefore, discontinued and the
head space SPME technique was selected for further investigations, to develop an

adequate procedure for determination of OC pesticidesin serum samples.

Head Space SPME

Before studying the use of HS SPME with serum samples, the effects of most
relevant SPME variables (fiber type and extraction time) on the head space behavior

of OC pesticides in agueous samples were checked. Severa types of fiber were
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evauated, and the best results were obtained with PDMS and PA; extraction times
were extremely high (up to severa hours) to ensure working under equilibrium
conditions. Variables involved in HS technique, e.g. the use of a pre-extraction
heating and the extraction temperature, were also studied. Pre-extraction heating
time was fixed a 30 min (equal to the extraction time) to achieve maximum
throughput when using in manual extraction. Extraction temperatures of 45 and
90°C were tested, and the best responses were obtained at 90°C. Temperatures
higher than 90°C were not considered to avoid boiling of the sample.

The effect of severa deproteinating agents on head space extraction efficiency
(with PDMS fiber) was again studied by adding H,SO, (9M, 50 uL), TCA (2M, 50
pL), or methanol (500 pL) to serum samples spiked with OC pesticides (1 mL),
shaking the sample for 1 min by means of a vortex mixer, and then diluting the
sample with distilled water (2 mL).

Addition of sulfuric acid greatly improved the response for all pesticides
studied, and removed interfering peaks present in the chromatograms. TCA and
methanol also improved the responses, but this resulted in severe problems in the
handling of samples, because of the formation of a solid phase during the heating
step. Thus, H,SO, was chosen as deproteinating agent. As an example, Figure 1
shows the increase of peak response for four OC pesticides when sulfuric acid was
added to serum sample. As an exception to this behavior, detection of 3-HCH and [3-
endosulfan in serum samples was inadequate, because of their extremely poor
recoveries. These compounds were, therefore, not considered for further
investigation and removed from the standard mixture. The effect of addition of salt
was nhot checked, owing to unpublished data obtained by us and data reported by
other authors [26, 28].
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Figure 1. Extracted ion GC-SIM chromatograms obtained after HS SPME of a
spiked serum sample (50 ng mL™). A. Serum diluted with water (2 mL). B. Serum
plus H,SO, (9M, 50 i) and diluted with water (2 mL). Peaks: 6 = p,p’'DDE,
7=p,p-DDD, 9= p,p’-DDT. (Them/zvaluesused are given in Tablel).

When the extraction conditions had been established, validation of the HS
SPME (PDMS fiber) procedure with subsequent analysis by GC/MS for the
determination of selected OC pesticides was performed with regard to linearity

range, precision, and limits of determination.

As indicated in the literature [32-33], accurate quantitative analysis of
complex matrices such as human serum usually requires the use of internal/surrogate
standards and/or the application of standard addition calibration procedures. In this
paper, calibration curves were prepared by spiking blank serum samples with OC
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pesticides and using labeled surrogate/internal standards. The blank serum was a
pooled sample obtained by mixing approximately 20 individual serum samples.
Because this pool was found to contain HCB and p,p’-DDE, it was necessary to
correct the quantitative results by substracting blank values. For correct quantitation
of the nine OC pesticides the use of two surrogate standards was necessary - *Cq
HCB for the early eluting peaks (a-HCH, HCB, lindane, and endosulfan ether) and
Ds p,p'-DDE for the late eluting peaks (a-endosulfan, p,p’-DDE, p,p’-DDD,
endosulfan sulfate, and p,p’-DDT). The linearity of the method was tested over the
range 1-100 ng mL™ (0.5-50 ng mL™ for HCB) by use of six concentration levels
and analyzing each level in triplicate. The first-order calibration curves obtained
were indicative of linear behavior between 1 and 50 ng mL™ (0.5-25 ng mL™ for
HCB) with correlation coefficients (r’) higher than 0.99 (0.98 for p,p’-DDT). When
second-order calibration curves were used, however, better fitting of the
experimental points was obtained, with r* > 0.99 for all compounds over the whole
range tested, with no negative intercept that might lead to quantitation problems at

low concentration levels when using the first-order fit.

The precision of the procedure tested was determined by replicate analysis of
six spiked human serum samples each at three concentration levels each (1, 10 and
50 ng mL™%; Table I1). Most recoveries were in the range of 80 to 120% with
coefficients of variation better than 15%. At the lowest level assayed excessively
high recoveries were observed for a-HCH and lindane, probably because of poor

correction of matrix effects at this fortification level, which is close to their LOD.

Table |l also shows the LOD calculated from chromatograms obtained from
HS SPME and GC/MSD (SIM and extraction ion mode) determination of serum
samples spiked at the 1 or 10 ng mL™ level, calculated as the peaks having a signal-
to-noise ratio of 3. It is apparent that experimental LOD were between 0.1 and 6 ng
mL™, with most of values at the lower end of the range. The results obtained were
indicative of improved sensitivity compared with our previously proposed procedure
based on direct immersion SPME and GC-ECD analysis [29], mainly for the
compounds HCB, p,p’-DDE and p,p’-DDD (LOD between 2 and 10 ng mL™). Thus,
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the procedure developed is applicable to the determination of OC pesticides in

serum samples from exposed and non-exposed popul ations in monitoring programs.

Intermediate precision (n=9) was aso studied by analyzing three replicates of
serum samples spiked at three concentration levels (1, 10 and 50 ng mL™), on three
different days covering a total period of 5 days. The results obtained, shown in
Table 111, were not significantly different from those in Table 11, i.e. most of
recoveries were better than 80% with coefficients of variation below 22%.

Figure 2 shows the chromatogram obtained after application of the
recommended HS SPME procedure to a serum sample spiked at 5 ng mL™ for HCB
and 10 ng mL™ for the other OC pesticides.

The next step was to apply the optimized HS SPME procedure developed for
OC pedticides to the determination of selected OP pesticides in serum samples.
Initially the HS SPME procedure was applied to aqueous samples spiked with
edleven OP pesticides. Some of the compounds (azinphos methyl, dichlorvos,
methamidophos, methidathion, and phorate) were not extracted adequately during
headspace extraction, probably because of their low volatility. Determination of
diazinon was also unsatisfactory, because it was degraded by sulfuric acid. The
recommended HS SPME procedure (1 mL serum + 50 pL H,SO, + 2 mL distilled
water; headspace extraction of stirred samples for 30 min at 90°C with PDMS fiber)
was applied over spiked serum samples at different concentration with Dg
fenitrothion as surrogate/internal standard. Initial results showed that quantitation of
malathion was not feasible, because of the presence in the chromatogram of an
interfering peak with m/z 173. Because the El spectrum of malathion contains solely
the ion of m/z 173, it was not possible to select another ion to improve quantitation.
A possible solution to this problem might be the use of MS-MS, because of its
greater selectivity. The OP pesticides studied by HS SPME were the five
compoundslistedin Tablel.
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Table I1. Mean recoveries and coefficients of variation (n=6), and limits of detection (ng ml™), for application of HS SPME to
the determination of OC pesticides in spiked serum samples.

50 ng mi™ 10 ng mi* 1ngmi™ L.O.D.

Recovery (%) C.V.(%) Recovery (%) C.V.(%) Recovery (%) C.V.(%) (ngml™)
a-HCH 95 11 105 4 153 7 0.5
Hexachlorobenzene* 105 1 115 2 96 19 0.1
Lindane 109 11 116 6 144 2 1
Endosulfan ether 116 8 119 6 80 11 0.5
a-Endosulfan 108 5 84 14 _ _ 6
p,p’-DDE 112 2 109 3 132 13 0.1
p,p’-DDD 78 5 73 3 117 7 05
Endosulfan sulfate 88 14 99 10 _ _ 6
p,p’-DDT 107 8 100 4 _ _ 5

*Fortification levels 25 ng ml™, 5 ng ml™ and 0.5 ng mi™
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Tablel11. Mean recoveries and coefficients of variation (threereplicatesin three different days, n=9) obtained for

application of HS SPME to the determination of OC pesticidesin spiked serum samples.

50 ng ml™ 10 ng ml™ 1ngmi™

Recovery (%) C.V. (%) Recovery (%) C.V. (%) Recovery (%) C.V. (%)
a-HCH 86 9 105 6 147 5
Hexachlorobenzene* 102 2 113 2 104 14
Lindane 98 8 116 6 136 9
Endosulfan ether 110 10 117 5 94 22
o-Endosulfan 102 15 88 19 _ _
p,p’-DDE 105 4 105 3 128 13
p,p’-DDD 75 7 74 5 118 4
Endosulfan sulfate 85 17 103 9 _ _
p,p’-DDT 9 18 103 6 3 3

*Fortification levels: 25 ngml™, 5 ng ml™ and 0.5 ng mi*
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Figure 2. Extracted ion SIM chromatogram obtained after HS SPME of a serum
sample spiked with OC pesticides at 10 ng mL™. Peaks: 1 = a-HCH,
2 = hexachlorobenzene, 3 = lindane, 4 = endosulfan ether, 5 = g-endosulfan,
6 = p,p’-DDE, 7 = p,p’-DDD, 8 = endosulfan sulfate, 9 = p,p’-DDT. (The m/z
valuesused aregiven in Tablel).

Linearity was checked over the range 2.5-250 ng mL™ for parathion methyl
and fenitrothion and between 0.5 and 50 ng mL™ for fonofos, chlorpyrifos and
ethion, using six concentration levels and triplicate analysis of each level. Results
obtained showed responses to be linear up to 125 and 25 ng mL™, respectively, with
r’>0.99.

Table IV shows the results obtained from six replicate analyses at three
concentration levels. Recoveries and coefficients of variation were usually
satisfactory. Detection limits obtained for OP pesticides in serum samples (Table
IV) ranged between 0.1 and 0.8 ng mL™, except for parathion-methyl (5 ng mL™).
These values enable the determination of OP pesticides in serum samples in
monitoring programs. The intermediate precision of the method was also studied, in
the same manner as for the OC pesticides; the results obtained (Table V) were
satisfactory, with coefficients of variation usually below 15%.
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Table V. Mean recoveries and coefficients of variation (n=6), and limits of detection (ng ml™*), obtained for application of
HS SPME to the determination of OP pesticidesin spiked serum samples.

Level 1° Level 2° Level 3° L.O.D.

Recovery (%) C.V. (%) Recovery (%) C.V. (%) Recovery (%) C.V.(%) (ngml™
Fonofos 108 13 104 8 131 9 0.1
Parathion methyl 96 8 96 4 98 15 5
Fenitrothion 93 6 91 4 117 8 0.8
Chlorpyrifos 94 10 104 6 80 24 0.1
Ethion 91 8 80 5 108 12 0.4

125 ng ml™ of parathion methyl and fenitrothion; 25 ng ml™ of fonofos, chlorpyrifos and ethion
P25 ng ml™* of parathion methyl and fenitrothion; 5 ng mi™* of fonofos, chlorpyrifos and ethion

°5 ng mi™* of parathion methyl and fenitrothion; 1 ng ml™ of fonofos, chlorpyrifos and ethion
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Table V. Mean recoveries and coefficients of variation (three replicates in three different days, n=9) obtained for application of
HS SPME to the determination of OP pesticidesin spiked serum samples.

Level 1? Level 2° Level 3°

Recovery (%) CV. (%) Recovery (%) C.V. (%) Recovery (%) C.V. (%)
Fonofos 117 12 109 11 122 12
Parathion methyl 100 12 100 11 96 12
Fenitrothion 97 13 95 14 105 8
Chlorpyrifos 110 12 107 14 91 23
Ethion 107 14 92 8 81 9

2125 ng mi™ of parathion methyl and fenitrothion; 25 ng ml™ of fonofos, chlorpyrifos and ethion
®25 ng mi™* of parathion methyl and fenitrothion; 5 ng mi™ of fonofos, chlorpyrifos and ethion

°5 ng ml™* of parathion methyl and fenitrothion; 1 ng ml™ of fonofos, chlorpyrifos and ethion
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Figure 3 shows the GC-MS (SIM) chromatogram obtained from a serum
sample spiked with 5 ng mL™ parathion methyl and fenithrotion and 1 ng mL™
fonofos, chlorpyrifos, and ethion by application of the recommended HS SPME
method.
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Figure 3. Extracted ion SIM chromatogram obtained after HS SPME of a serum
sample spiked with OP pesticides at 5 ng mL™ (11 = parathion methyl,
12 = fenitrothion) or at 1 ng mL™ (10 = fonofos, 13 = chlorpyrifos, 14 = ethion).
(The m/zvalues used are given in Tablel).

Application of SPME to Real-World Samples

The multiresidue HS SPME procedure was applied to 15 serum samples from
agricultural workers from the Castellon province (Spain) all engaged in citrus fruit
production, and thus possibly exposed to different pesticides, which are widely used
in this area. Because of the limited volume of sample available, only one replicate of

each sample was analyzed. Table VI shows the results obtained.

HCB and p,p’-DDE were detected in all samples analyzed at concentrations
between 0.4 and 6.5 ng mL™ and 1.6 and 29 ng mL™, respectively. Paralell behavior
was observed for the analytes — high levels of HCB (at or above 5 ng mL™) were
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accompanied by high levels of p,p’-DDE (above 15 ng mL™). p,p’-DDT was aso
detected in two samples, at a concentration close to the limit of detection of the
method (5 ng mL™). In these samples, p,p’-DDE (transformation product of p,p’-
DDT) was also found at high concentration (15 and 29 ng mL™). These findings are
in agreement with those reported in other monitoring surveys of human populations
- detection of OC pesticides such as HCB, p,p’-DDT and metabolites, and HCHs is
still frequent, even though their use has been banned in most countries [34-36].

Chlorpyrifos (an OP insecticide widely used nowadays in our agricultura
areas) was also found in most samples at concentrations between 1.0 and 2.8 ng mL~
! An endosulfan metabolite (endosulfan ether) was also detected in one sample -
endosulfan is one of the few OC pesticides till in use in agriculture. Martinez Vidal
et al. [37] found that endosulfan ether was the main metabolite in the urine from
pest-control operators from Almeria (Spain). As an example, Figure 4 shows a
chromatogram obtained from a real serum sample (number 3, see Table VI) in

which hexachlorobenzene, chlorpyrifos and, p,p’-DDE were detected.
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Figure 4. Extracted ion SIM chromatogram obtained from a real-world serum
sample (number 3) after HS SPME. Peaks. 2 = hexachlorobenzene,
13 = chlorpyrifos, 6 = p,p’-DDE. (The m/zvaluesused are given in Tablel).
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Table VI. Concentrations (ng mL™) of pesticides detected in samples of human serum by application of the HS SPME

procedure.

Sample number

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Hexachlorobenzene 04 06 24 04 52 04 31 65 17 13 34 48 35 25 26
Endosulfan ether _ _ _ _ 10 _ _ _ _ _ _ _ _ - -
Chlorpyrifos 26 13 15 20 26 28 14 10 18 12 0.7 06 _ _ _
p,p’-DDE 18 16 67 18 15 17 12 29 29 50 13 27 48 16 70
p,p’-DDT _ _ _ I« _ _ d _ _ _ _ _ _ _
* detected.
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Conclusions

This SPME procedure enables an important reduction in sample treatment
compared with traditional techniques, e.g. liquid-liquid and solid-liquid extraction.
Although SPME is usualy applied in the direct immersion mode, we were
compelled, by the complexity of the serum matrix, to perform extraction in the HS
mode, especially if quantitative results were required. The use of calibration curves
prepared by use of spiked blank serum provides accurate results for quantitation; it
was necessary to use isotopically labeled surrogate/internal standards to correct for
the effect of the matrix. The efficiency of the overall procedure enabled us to
determine OC and OP pesticides simultaneously, with satisfactory precision and low
detection limits (0.05-5 ng mL™) for most of the pesticides studied; this makes the
method suitable for monitoring control both the exposed and nhon-exposed

population.

When the procedure was applied to real-world samples, some OC pesticides

and one OP compound (chlorpyrifos) were detected.
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5.1. Introduccion

En general, los compuestos OCs, incluyendo tanto plaguicidas como PCBS,
son detectados en una gran variedad de muestras medioambientales y biolbgicas
tales como peces, mamiferos marinos, pgaros y animales terrestres (Brown, 1997;
Lee et al.,, 1997; Roche et al., 2000; Serrano et al., 1999), lo cua pone de
manifiesto la amplia dispersién de estos compuestos en € compartimento bidtico del
medio ambiente. Debido a su elevada liposolubilidad y resistencia a metabolizarse,
los OCs tienden a bioacumularse a través de la cadena tréfica, llegando a alcanzar
niveles de concentracion elevados. Wania 'y Mackay (1993) realizaron un extenso
estudio sobre las causas de la contaminacién de compuestos OCs en las regiones
polares, puesto que en esas zonas las concentraciones encontradas suelen ser
elevadas, seguramente, como resultado a largo plazo del transporte atmosférico.
Estos autores sugirieron que 1os compuestos con presion de vapor relativamente

baja eran los que preferentemente tendian a acumularse en | as regiones polares.

Asimismo, la poblacion en general también se encuentra expuesta a
contaminantes OCs a través de la dieta y de otras vias, por ejemplo por exposicion
en € lugar de trabajo, pudiéndose encontrar elevados niveles de concentracion en la
grasa corporal, incluyendo tejidos adiposos, los lipidos de la sangre y la leche

humana

Las muestras de tegjido adiposo destacan por su ato contenido en grasa,
constituyendo una matriz dificil y compleja de analizar. Normalmente, debido a la
baja selectividad del método de extraccion utilizado en la determinacion de
contaminantes en este tipo de muestras, gran parte de los materiales interferentes
presentes en la matriz, principalmente lipidos, son co-extraidos con los analitos de
interés. Esto hace necesario un sistema de purificacion eficaz que elimine las
sustancias interferentes previamente a la determinacién cromatografica, evitando
dafios en la columna y la contaminacion de los detectores. Ademés, para que se
pueda considerar Util su aplicacion en estudios de control, es necesario que €l

procedimiento de purificacion sea razonablemente sencillo, répido y econémico.
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L os métodos convencionales para la determinacién de OCs en muestras grasas
humanas, particularmente en tejido adiposo humano, suelen implicar varios pasos
incluyendo una etapa de extraccion, otra de eliminacion de los lipidos mediante
digestiones con &cidos (Gémez-Catalan et al., 1993; Moriya y Hashimoto, 1999),
cromatografia de adsorcion en columna (Ludwicki y Goralczyk, 1994; Dewailly et
al., 1999) o SPE (Asakawaet al., 1996), y una determinacién analitica por GC-ECD
0 GC-MSD.

La utilizacion de la cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) para la
purificacion de extractos de muestras de tejido adiposo humano supone una mejora
en cuanto a la eficacia de la purificacion y el tiempo de andlisis respecto a otras

técnicas clésicas, y ademas posibilitala automatizacién del proceso.
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5.2. Experimental

En este apartado se estudia €l potencia de la HPLC en fase norma con
columna de Silicagel parala purificacion de extractos de muestras de tejido adiposo
humano como etapa previa a la determinacion de compuestos OCs mediante GC. El
empleo de la cromatografia en fase normal permite la inyeccion directa de los
extractos purificados en el cromatdgrafo de gases, gracias a la compatibilidad de los

disolventes utilizados con los detectores y las columnas de GC.

El primer grupo de plaguicidas OCs seleccionados fue €l correspondiente a
los isdmeros endosulfan (a'y f), y a sus metabolitos (-éter, -sulfato, -lactona y
-diol). Esta primera seleccion se realizé en base a que es uno de los pocos
plaguicidas OCs que todavia se sigue utilizando en la agricultura de nuestra &rea
geografica. En una etapa posterior, se incorporaron a la lista otros plaguicidas OCs
muy frecuentemente detectados en este tipo de muestras grasas humanas, HCB, 3
HCH, p,p’-DDT, p,p’-DDD y p,p’-DDE. La lista de compuestos estudiados en este
apartado se completé con 7 PCBs de numeros IUPAC: 28 (triclorobifenil), 52
(tetraclorobifenil), 101 y 118 (pentaclorobifenil), 138 y 153 (hexaclorobifenil), y
180 (heptaclorobifenil).

La determinacion de los analitos se llevé a cabo mediante técnicas selectivasy
sensibles, como GC-MSy GC-MS/MS. Sobre todo esta Ultima se revela como una
herramienta poderosa para €l andlisis de matrices complejas, ya que aporta un factor
adicional por la realizacion del espectro de los iones secundarios formados a partir
de un precursor seleccionado en el espectro del analito. La adecuada seleccion de los
iones precursores y de los iones secundarios permite disponer de una de |as técnicas

més sensibles y selectivas para trabajar con muestras complejas.

Finalmente, cabe destacar que los procedimientos desarrollados se han
aplicado a dos grupos de muestras reales de tejidos grasos procedentes, la mayoria
de ellos, de pared abdominal. Varios plaguicidas OCs, principalmente HCB, #HCH
y p,p’-DDE, han sido encontrados en muestras de poblacién, asimismo también se
han detectado los PCBs con mas contenido en cloro (PCB 138, 153 y 180).
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El presente apartado se ha estructurado del siguiente modo: en primer lugar,
se describen detalladamente los reactivos, e materia y e equipo instrumental
utilizado para todas las experiencias; en segundo lugar, se estudia la optimizacién de
los procedimientos de purificacion mediante HPLC en fase normal; y finamente, se

resumen las experiencias de optimizacién de la técnica cromatogréfica GC-MS/MS.
Los articul os cientificos presentados en este capitulo son dos:

= “Multiresidue determination of endosulfan and metabolic derivatives in human
adipose tissue using automated liquid chromatography clean up and gas
chromatography analysis’

J. Anal. Toxicol. (en prensa)

= “Determination of organochlorine compounds in human adipose tissue using
automated ligquid chromatography clean up and gas chromatography analysis
coupled to tandem mass spectrometry”

Chromatographia (enviado)
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5.2.1. Reactivos, material y equipos instrumentales

Reactivos

» Patrones de plaguicidas OCs. p,p’-DDD, p,p’'-DDE, p,p’'-DDT, a- y 5

endosulfan y sus metabolitos (-diol, -éter, -lactona y —sulfato), SFHCH y
HCB, de 97-99.7% de pureza (Dr. Ehrenstorfer, Promochem, Wesd,
Alemania). Se prepararon por pesada disoluciones individuales stock de cada
compuesto del orden de 500 pg ml™ en acetona, que se almacenaron en €
congelador a -20°C. A partir de estas disoluciones individuales, se prepararon
mezclas stocks (aprox. 50 pg mi™) en n-hexano. Las disoluciones de trabajo,
tanto par la fortificacion de las muestras como paralainyeccién en LCy GC,
se prepararon por dilucién en n-hexano, eliminando cualquier residuo de

acetona por evaporacion a40°C en un bafio con No.

Patrones de PCBs: Mezcla 3 PCB (10 pl ml™ en isooctano) formada por los
PCBS de nimeros IUPAC: 28, 52, 101, 138, 153 y 180 (Dr. Ehrenstorfer,

Promochem, Wesdl, Alemania). Las disoluciones de trabajo se prepararon a

partir de ésta por dilucion en n-hexano.

Patrones de plaguicidas deuterados. p,p’-DDE Dg (Dr. Ehrenstorfer), HCB
BCs y 2,2,3,4,4 5 - hexaclorobifenil **C,, (Cambridge Isotope Labs, Inc.
Andover, MA).

Disolventes organicos, calidad para andisis de ultra-trazas. acetona, acetato
deetiloy n-hexano (Scharlab, Barcelona, Espaia).

Sulfato sodico anhidro, calidad para andlisis de residuos de plaguicidas
(Baker, Deventer, Holland), purificado en estufa a 300°C durante toda la

noche.

N-(tert- butyldimethylsilyl) —-N- methyl trifluoroacetamide (MTBSTFA) de
97% de pureza (Aldrich, Milwaukee, WI, USA).
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Material

>

YV V VYV VY

Material de vidrio: tubos de rosca, tubos graduados de 15 ml y sin graduar,

provistos de tapon de vidrio esmerilado, pipetas Pasteur, etc.
Material volumétrico tipo A (pipetas, aforados, etc.).
Bloque calefactor Multiblock, Selecta.

Agitador vibrador para tubos Reax 2000 (V ortex).

Gases. Helio y nitrogeno  (99.9995% de calidad), utilizados en e sistema
cromatogréfico fueron suministrados por Carburos Metdlicos (Barcelona,
Esparia).

Muestras

>

Muestras de tejido adiposo humano obtenidas de dos grupos poblacionales
distintos. El primer grupo estuvo formado por muestras de tejido adiposo
mamario y tejido abdominal pertenecientes a un colectivo de mujeres de la
provincia de Almeria. El otro grupo fueron muestras de pared abdominal
pertenecientes a hombres y mujeres de la provincia de Castellon trabajando
en diferentes actividades profesionales. Ademés, para la validacién del
método para la determinacién de plaguicidas OCs y PCBs, se utilizaron

muestras arbitrarias de tejido adiposo humano de gliteos y pared abdominal.

Procedimiento de extraccion

» Las muestras se descongelaron a temperatura ambiente. Se tomaron

aproximadamente 0.5 - 1.5 g de tgjido humedo, se corté y se homogeneizo
con 5-10 g de sulfato sddico anhidro. Seguidamente, se extrajo dos veces con
5 ml de n-hexano mezclando en vortex durante 3 miny sefiltré. El extracto se
preconcentrd en un bafio de nitrégeno a 40°C y € residuo final se gjusté a
3 ml con n-hexano. El extracto obtenido se sometié a una purificacion
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mediante HPLC con columna de Silicagel y la determinacion final se llevo a
cabo por GC-MS o0 GC-MSMS.

Equiposinstrumentales

» Cromatografo de gases Hewlett-Packard 5890 series Il con detector ECD, un

autoinyector HP 7673 y una columna capilar de silice fundida HP Ultra 2
(crosslinked 5% fenil-metil siloxano) 25 m x 0.25 mm d.i., 0.33 um. Helio fue
usado como gas portador a un flujo 0.5 ml min™. Condiciones de ECD:
temperatura 300°C, N, 60 ml min™. Temperatura del inyector, 270°C. El
programa de temperatura del horno fue programado de la siguiente manera:
80°C durante 0.5 min, a 20°C min™ hasta 230°C, a 5°C min™ hasta 260°C, a
20°C min™* hasta 280°C (7 min). Volumen de inyeccion, 2ul en modo splitless.

Cromatégrafo de gases Hewlett-Packard 5890 series |1 equipado con detector
selectivo de masas MSD 5971, un splitless autoinyector HP 7673 y columna
capilar HP-5MS (5% fenil metil siloxano) 25 m x 0.25 mm d.i., 0.25 pm.
Helio fue usado como gas portador a1 ml min™. La temperatura del inyector,
270°C. Mismo programa de temperatura del horno que en GC-ECD. Las
caracteristicas del detector de masas fueron: modo de impacto (70 eV) con un
multiplicador de voltaje de 1700V; temperatura de la linea de transferencia
280°C; rango de masas para las experiencias en full scan 50-500 m/z. El
andlisis se llevo a cabo mediante e modo de deteccion selectiva de iones
(SIM).

Cromatégrafo de gases GC 8000 Top (CE Instruments, Milan, Italy) equipado
con un espectrometro de masas de trampa de iones (Finnigan GCQ, Austin,
Texas, USA) operando en modo de ionizacion de impacto electrénico (El) y
con un autoinyector AS 800. Las caracteristicas de la columna capilar fueron:
silice fundida DB-5MS (5% fenil metil siloxano) 30 m x 0.25 mm d.i., 0.25
um. Helio fue usado como gas portador a 1 ml min™. El programa de
temperatura del horno fue e siguiente: 90°C durante 1 min, a30°C min™ hasta
180°C, a 4°C min™ hasta 300°C (5 min). La temperatura del inyector, 240°C.
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Volumen de inyeccion, 2 pl en modo splitless. Las condiciones
experimentales del espectrometro de masas se veran en apartados posteriores.
Los andlisis se llevaron a cabo mediante el modo de deteccion MS/IMS.

La cuantificacion de las muestras se Ilevo a cabo mediante calibrados con
patrones en hexano y haciendo uso de patrones internos deuterados usando
deteccion por GC-MS/MS.

Sistema de HPLC. El esguema del sistema HPLC puede observarse en los
articulos que se adjuntan a este capitulo (seccion 5.2.4 y 5.2.5) y consta del

siguiente equipamiento:

- VAavuladeinyeccion (IV) Rheodyne (Cotati, CA, USA) con un bucle de 1

ml.
- Bombaisocréaticade HPLC 305 Master, Gilson, USA.

- 2 vavulas de dta presion (HPV) de 6 vias con un bucle de 4 ml montado
en una de dlas (VICI Vaco Instruments Co. Inc) controladas

€l ectronicamente.

- Bomba peristéltica (PP) de tres vias (Scharlab, Barcelona) y tubo Solvent
Resistant Elkay, Galway, Irlanda.

- Columna: 150 x 3.9 mm d.i., 4 um Silica Novapack (Waters, Milford, MS,
USA).

- Detector de barrido de diodos (DAD) 2140 LKB (Bromma, Suecia).
- Colector de fracciones, FC 203B, Gilson, USA.

- Fase mdvil: n-hexano o mezclas de hexano-acetato de etilo, flujo: 1 ml

min™.
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5.2.2. Estudio de la etapa de purificacion por HPLC en fase normal

El estudio de la etapa de purificacion se llevo a cabo sobre extractos de tejido
adiposo humano obtenidos aplicando el procedimiento de extraccion con n-hexano a
0.5-1.5 g de tejido adiposo fresco y disolviéndolo en un volumen final de 3 ml de

hexano, tal y como seindicaen los dos articulos adjuntos.

La optimizacion de los procedimientos de purificacion se llevd a cabo

siguiendo el esguema que se presenta a continuaci on:

1° Estudio del modelo de elucion de los lipidos presentes en €l tejido adiposo

2° Estudio del modelo de elucién de patrones de los plaguicidas objeto de

estudio en hexano

3 Aplicacién del procedimiento de purificacion a extractos grasos
fortificados con los compuestos OCs, con objeto de seleccionar el método

més apropiado para esta etapa

El objetivo final fue conseguir fracciones de HPLC en las que eluyeran los

plaguicidas libres de grasas.

En primer lugar, se estudid € modelo de elucién de las grasas. Para ello, se
inyecté 1 ml de extracto hexanico en la columna de Silicagel utilizando como fases
moviles hexano o diferentes mezclas de hexano y acetato de etilo a un flujo de 1 ml
min™. El sistema HPLC utilizado permite laincorporacion alafase movil de 4 ml de
disolventes de mayor polaridad, a cualquier tiempo de elucién. De este modo, se
puede modificar facilmente la fuerza eluotrépica de la fase movil para conseguir la
elucion de los compuestos de mayor polaridad. Los procedimientos de purificacion

ensayados fueron los siguientes:

Procedimiento 1- fase mévil, hexano; min 16, 4 ml acetato de etilo.

Procedimiento 2- fase mévil, hexano; min 2, 4 ml hexano:acetato de etilo
(99:1, v/v); min 16, 4 ml acetato de etilo.
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Procedimiento 3- fase mévil, hexano:acetato de etilo (97.5;2.5, v/v); min 16, 4

ml acetato de etilo.

Procedimiento 4- fase movil, hexano:acetato de etilo (95:5, v/v); min 16, 4 ml

acetato de etilo.

Procedimiento 5- fase movil, hexano:acetato de etilo (50:50, v/v); min 16, 4
ml acetato de etilo.

En los cinco procedimientos descritos se incorporaron a la fase movil 4 ml de

acetato de etilo alos 22 minutos con €l objeto de regenerar la columna.

A la salida de la columna se recogieron fracciones de 1 ml, determinando €l
contenido de lipidos totales por espectrofotometria usando e procedimiento
colorimétrico descrito por Zollner y Kersch (1962). Se comprobd la linealidad de
dicho método colorimétrico utilizando una disolucion patrén de triglicéridos (Sigma
diagnostics, USA) en un rango desde O hasta 1000 pg de lipidos. La Figura 5.1

muestra un ejemplo de curva de calibrado del patron de triglicéridos.

1,2 -

y =0,0011x + 0,0552

Absorbancia

0,4 2
R” =0,9976
0 I T T T T T 1
0 200 400 600 800 1000 1200
Kg lipidos

Figura5.1. Curvade calibracion detriglicéridos mediante el método colorimétrico
de ZdlIner y Kersch.
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El siguiente paso fue la aplicacion de los mismos procedimientos de
purificacion a 1 ml de disolucion patron de endosulfan y sus metabolitos de 1
ug mi™. A lasalida de la columna se recogieron fracciones de 1 ml que se analizaron
directamente por GC, estableciéndose asi los volumenes de elucion para cada
compuesto.

La Figura 5.2 muestra los modelos de elucion de los diferentes presentes en
€ extracto de tejido adiposo tras la aplicacion de los procedimientos descritos, asi
como la elucion del endosulfan y sus metabolitos en las distintas fracciones HPLC.
Como era de esperar, los procedimientos que utilizaban fases moviles y
modificadores de mayor polaridad adelantaban de manera apreciable la elucion de

los lipidos y de los plaguicidas.

Cuando se aplicd e Procedimiento 1, en €l cua se utiliz6 hexano como fase
movil, el Unico plaguicida que eluyé antes del pulso de acetato de etilo a minuto 16,
fue e més apolar (a-endosulfan en la fraccion 8). El resto de plaguicidas (més
polares) eluyeron en las fracciones 17, 18 y 19, gracias alaincorporacion de 4 ml de
acetato de etilo a minuto 16.

En e Procedimiento 2, la incorporacion de 4 ml de hexano:acetato de etilo
(99:1, v/v) ala fase mévil de hexano en € minuto 2, adelantd la elucion de los
plaguicidas mas apolares a la fraccion 3 (a-endosulfan) y a la fraccién 16

(endosulfan éter), mientras que el resto empezd a eluir a partir de lafraccion 18.

Los Procedimientos 3 y 4, los cuales aumentaron la polaridad de la fase
movil, consiguieron adelantar la elucidn de los plaguicidas, pero también la de la
grasa, la cual mayoritariamente eluy6 entre las fracciones 3 y 6. En estos casos, €
metabolito endosulfan lactona sigui6 eluyendo después del pulso de 4 ml de acetato

de etilo, quedando reflejada de este modo la mayor polaridad de este compuesto.

El Procedimiento 4 permiti6 obtener endosulfan éter (fraccion 5), [
endosulfan (fraccion 9), endosulfan sulfato (fraccién 13) y endosulfan lactona
(fraccion 19) en fracciones HPLC libres 0 con un bgjo contenido de grasa. Sin

embargo, con este procedimiento fue imposible el andlisis del plaguicidas mas
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apolar (a-endosulfan) puesto que eluye en la fraccion 3 con una gran cantidad de
lipidos.
Por ultimo, con la utilizacion de hexano:acetato de etilo (50:50, v/v) como

fase movil (Procedimiento 5), no se obtuvieron resultados satisfactorios porque la
grasa eluy6 entre las fracciones 2 y 4, juntamente con todos |os analitos.

Debido a esta gran diferencia de polaridades entre los compuestos estudiados,
se considerd necesario aplicar mas de un procedimiento de purificacién parallevar a
cabo el andlisis de todos los plaguicidas seleccionados. Como ultimo paso, con €l
objeto de confirmar los resultados obtenidos y determinar los procedimientos mas
adecuados para la purificacion de la matriz se aplicaron a extractos hexénicos

fortificados a 1 ug mi™ de cada plaguicida.

PROCEDIMIENTO 1

moo
‘ moo

35000 J
30000 1

25000 T

Hg totales delipidos

20000 T

15000 -

10000

5000 T

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Figura 5.2. Modelo de elucion de endosulfan y metabolitos y de lipidos
presentes en extracto de tejido adiposo humano en columnas de HPLC-

Silicagel.

(A) a-endosulfan, (B) endosulfan éter, (C) B-endosulfan, (D) endosulfan
sulfato y (E) endosulfan lactona.
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PROCEDIMIENTO 2

120000 W
100000 1
80000

60000

Hg totales de lipidos

40000

20000

1 2 3 45 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20

1-ml fraccionesLC

PROCEDIMIENTO 3

70000 W
60000
50000 -

40000 T

Mg totales delipidos

30000 -

20000 A

10000 - e

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

1-ml fraccionesLC

Figura 5.2 (cont.). Modelo de elucién de endosulfan y metabolitos y de lipidos
presentes en extracto de tejido adiposo humano en columnas de HPLC-Silicagel.

(A) a-endosulfan, (B) endosulfan éter, (C) fendosulfan, (D) endosulfan sulfato y
(E) endosulfan lactona.
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PROCEDIMIENTO 4

70000 W
60000 A
50000 1

40000 4

Hg totales delipidos

30000 ~

20000 H

10000 A

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

1-ml fraccionesLC

PROCEDIMIENTO 5

‘rnUOw

100000 1
90000 1
80000 1
70000 T
60000 1
50000 T
40000
30000 T —
20000 1
10000 T

Hg totales delipidos

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

1-ml fraccionesLC
Figura 5.2 (cont.). Modelo de eluciéon de endosulfan y metabolitos y de lipidos
presentes en extracto de tejido adiposo humano en columnas de HPLC-Silicagel.

(A) a-endosulfan, (B) endosulfan éter, (C) fendosulfan, (D) endosulfan sulfato y
(E) endosulfan lactona.
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La cantidad de grasa que se inyectd en el sistema HPLC para redlizar estas
experiencias (1 ml de extracto graso) fue de aproximadamente 140-420 mg, teniendo
en cuenta que e porcentaje de grasa extraible de teido adiposo es de
aproximadamente 84%. Por otra parte, el limite de carga para columnas capilares de
GC es del orden de 600 ng (Grob et al., 1991), produciéndose € deterioro de las
mismas para cantidades mayores de grasa. Este parametro se hatenido en cuentaala
hora de elegir los procedimientos de purificacion mas adecuados que permitan la
inyeccion directa de 2 pl del eluato obtenido en fracciones de 1 ml del sistema
HPL C automatizado.

Por consiguiente, para a-endosulfan se selecciond € Procedimiento 2, en €
cual eluyd en una fracciéon de 1 ml (fraccion 3) que contenia menos de 300 pg de
lipidos. También se hubiese podido seleccionar € Procedimiento 1 puesto que eluia
en una fraccion libre de grasa (fraccion 8), pero e tiempo de andlisis comparado
con €l Procedimiento 2 era mayor. Para €l resto de los plaguicidas, se aplico €
Procedimiento 4 como método de purificacién puesto que todos ellos eluian en
fracciones de 1 ml libres de grasa, o bien con un contenido menor de 300 ug de

lipidos, como fue e caso de endosulfa lactona (fraccion 19).

Cuando en una fase posterior se estudid la elucion de patrones de otros
plaguicidas OCs (HCB, S HCH y DDTs) y PCBs, se pudo comprobar la semejanza
de polaridad de éstos con a-endosulfan, y por tanto se opt6 por utilizar el mismo

procedimiento (Procedimiento 2, en el cual eluyeron en lasfracciones 3y 4).

Como resultado de este trabajo se han publicado dos articul os cientificos. uno
sobre determinacion de endosulfan y sus metabolitos, y otro sobre determinacion de
plaguicidas OCs y PCBs. La validacion de los métodos desarrollados, incluyendo
purificacion por HPLC y medida final por GC-MS o GC-MSMS (ver apartados
5.2.4y 5.2.5), sellevé a cabo evaluando | os siguientes parametros:

Linealidad- la curva de calibracion para endosulfan y metabolitos fue obtenida en
el intervalo de concentracion 10-1000 ng ml™* usando GC-MS; en € resto de
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plaguicidas OCs, entre 5-2000 ng mi™ usando GC-MS/MS; y para PCBs, entre 5-
1000 ng ml™* usando GC-MS/MS.

Exactitud- estudiada mediante ensayos de recuperacion (n=5) analizando muestras
de tgjido adiposo fortificado atres niveles de concentracion: endosulfan 'y
metabolitos (50, 500 y 5000 ng ml™), resto de plaguicidas OCsy PCBs (50, 500 y
2000 ng mi™).

Precisiéon- determinada como la repetibilidad en un mismo dia (n=5) de las
recuperaciones a cada nivel de fortificacion ensayado.

Limites de deteccion (LD) vy limites de cuantificaciéon (LQ)- obtenidos cuando la

sefid fue 3 y 10 veces, respectivamente, el ruido de fondo en e cromatograma

correspondiente a nivel més bajo de concentracion parael analito.

5.2.3. Optimizacion del método cromatogréfico GC-MSMS

En este apartado se abordd la determinacién de los compuestos OCs, tanto
insecticidas OCs como PCBs, mediante la técnica GC-MS/MS en modo de
ionizacion por impacto electronico (EI). Por lo que respecta a los plaguicidas OCs,
se tomaron los mismos parametros optimizados en la seccion 4.2.5.3 para unas
condiciones de ionizacion de 220°C, como temperatura de la fuente, y 30 mTorr de
presion. Para € estudio de las condiciones de fragmentacion de los PCBs, se
siguieron los mismos pasos de optimizacion considerando la seleccion del i6n

precursor, la ventana de aislamiento, €l rango de masasy el voltgje de excitacion.

En primer lugar, se estudiaron los espectros de masas de cada uno de los
compuestos usando disoluciones patrones preparadas en n-hexano. En este caso,
debido a la posibilidad de obtener un extracto purificado de tejido adiposo de un
volumen adecuado (fracciones HPLC 3y 4), las condiciones MS/MS se aplicaron
también a la determinacion de los analitos en la matriz objeto de estudio. Esta
experiencia permitié comparar e comportamiento de los analitos, en cuanto a sefial

y espectros fragmentados, en patrones hexanicosy en lamatriz real.
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La Figura 5.3 muestra un gemplo dos cromatogramas MS/MS y las areas
correspondiente a cada uno de los 7 PCBs estudiados en patrén hexanico fortificado
a un nivel de 50 ng ml™, y en matriz de tejido adiposo (extracto 0.5 g mi™)
fortificada a 100 ng g™ tras la purificacion (concentracion fina en el extracto, 50 ng
ml™). Como puede observarse en la figura, las &reas de los picos mostraron una
cierta similitud, aunque las correspondientes al cromatograma en matriz fueron
ligeramente superiores. Este hecho fue debido a la existencia de PCBs, a niveles
inferiores a 10 ng g™, en el blanco de tejido adiposo utilizado para la comparacion.
En € caso de los plaguicidas OCs, la comparacion de la sefid no fue tan sencilla
puesto que € blanco de tejido adiposo contenia los plaguicidas OCs estudiados a
niveles de concentracion mucho mayores que e nivel de fortificacién (100-600
ng g*). Por otra parte, cuando se compararon |os espectros de fragmentacion para
cada compuesto en patrén hexanico y en matriz, no se observd ninguna diferencia.
Las Figuras 5.4 y 5.5 muestran los espectros MS/MS correspondientes a cada uno
de los compuestos OCs estudiados en matriz de tejido adiposo.

Los dos métodos desarrollados en el Capitulo 5, uno relativo a endosulfan y
metabolitos, y otro a plaguicidas OCs y PCBs, se aplicaron a muestras reales de
tejido adiposo abdominal correspondientes a dos grupos poblacionales diferentes.
p,p’-DDE, HCB y #HCH fueron los plaguicidas que se detectaron con mayor
frecuencia, y ademés a altos niveles de concentracion. Residuos de los metabolitos
endosulfan éter y endosulfan sulfato también se encontraron en algunas muestras del
grupo de mujeres de Almeria en niveles menores de concentracion (5-27 ng g). Los
PCBs con mayor grado de cloracion (138, 153 y 180) fueron los mas detectados en
el andlisis del grupo poblacional de la provincia de Castellon. Para més detalles, se

pueden consultar los articulos cientificos mostrados en los apartados 5.2.4 y 5.2.5.
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Figura 5.3. Cromatogramas MS/MS correspondientes a la mezcla de 7 PCBs en
patron hexanico a 50 ng mi™ (A) y en extracto purificado (0.5 g ml™) de tejido
adiposo, fortificado a 100 ng g* (B). Los valores entre paréntesis corresponden a
las &reas de los picos.
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Figura 5.4. Espectros MS/MS correspondientes a plaguicidas OCs en extracto
purificado de tejido adiposo humano.
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Figura 5.5. Espectros MS/MS correspondientes a plaguicidas PCBs en extracto
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MULTIRESIDUE  DETERMINATION OF ENDOSULFAN  AND
METABOLIC DERIVATIVES IN HUMAN ADIPOSE TISSUE USING
AUTOMATED LIQUID CHROMATOGRAPHY CLEAN UP AND GAS
CHROMATOGRAPHY ANALYSIS
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Anaytica Chemistry, Dept. Experimental Sciences, University Jaume |, 12004
Castell6n, Spain

! Laboratory of Medica Investigations, Dept. Radiology, University of Granada,
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Abstract

A multiresidue method based on normal-phase LC clean up and
GC/ECD/MSD analysis has been developed for the determination of endosulfan and
its main metabolic derivatives in human adipose tissues. Analytes were extracted by
dissolving the fat samples in n-hexane, and the hexanic extracts were directly
injected on the silicagel column of the automated LC clean up system. Purified LC
extracts were analysed by GC-ECD or GC-MSD, without any solvent exchanges or
pre-concentration steps. The high efficiency of the HPLC clean up for the
elimination of fats allowed to reach detection limits for all analytes at the low ng/g

concentration level.

The optimized overall analytical procedure was applied to 18 selected human
mammary adipose and abdominal fat tissue samples. p,p’-DDE, HCB and B-HCH
were the most frequently detected compounds, and residues of endosulfan-sulfate
and -ether were also found in several samples. All findings were confirmed by an
additional GC/MS-MS analysis of the LC sample extracts.
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Introduction

Currently, organochlorine compounds (OCs) including pesticides and
polychlorinated byphenyls (PCBs), are identified in awide variety of environmental
samples such as fish and fish foods (1-6), marine mammals (7, 8), birds (9) and
terrestrial animals (10), which demonstrates that these compounds are dispersed in
the biotic compartment of the environment, world-wide. Due to their high
liposolubility, OCs tend to bioaccumulate along the food chain involving a wide
range of trophic levels.

Humans are exposed to OCs through diet and other ways, especially through
different types of exposure at the workplace, and are usually detected in human
tissues and fluids. Thus, compounds as B-HCH, p,p’-DDE or hexachlorobenzene
(HCB) are present in most of serum samples analysed (11-13). Also, individuals
employed in intensive greenhouse agriculture in Southern Europe have been shown
to be subject to high exposure levels (14, 15). Some of these chemicals accumulate
and persist in adipose tissue due to their lipid solubility and resistance to
metabolisation, reaching levels 200-1000-fold those found in serum (16). Therefore,
fat deposits can maintain elevated levels of OCs in the circulation for years, even

when there has been no exposure during this period.

Serum levels of OCs are frequently used as biomarkers of exposure, on the
assumption that they represent fat reservoir content and are reliable indicators of
total body burden. However, a perfect relationship between serum levels and
adipose tissue content is not always evident, and several authors have recommended
the direct measurement of adipose tissue content (16, 17).

Besides, many of these OC pollutants, as DDT and metabolites, metoxychlor,
kepone, toxaphen, dieldrin or endosulfan, posses sex steroid activity (18) and has
been studied their role in the increasing incidence of breast cancer in women and
reproductive problems in men (14, 19, 20), what become it in a potential danger to
the public health.
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Although the use in agricultural activities of some of OC pesticides such as
DDT, lindane or chlordane has been banned or restricted, others as endosulfan are
still used currently in developed countries and frequently found in the environment
in Spain (21, 22) and in human tissues and fluids of people working in agriculture in
Southern Spain (15, 23, 24).

The endosulfan isomers a and 3, present in the technical product used in
agricultural activities, are biotransformated by oxidation metabolic routes that take
place within the organisms rendering metabolic derivatives in the biological tissues,
like endosulfan-sulfate, -alcohal (diol), -ether or -lactone. Therefore, it is necessary a
feasible and rapid analyticak methodology to analyse endosulfan and their
metabolites to investigate the presence of these compounds in human tissues, in
order to prevent negative effects on public health. In thistype of analysis, the sample
material is very difficult to obtain and only a very small amount of sample is
available. Hence, very specific and sensitive analytical methodology is required for
the identification and quantitation of these compounds. Moreover, multiresidue

analysisis necessary in order to analyse both parents and metabolites in one sample.

Conventional methods for the analysis of OCs in fatty samples, and
particularly in human adipose tissue, usualy involve several steps including
extraction, elimination of the fat using acid digestion (25), column adsorption
chromatography (26) or solid phase extraction (27), and analytical determination by
GC-ECD or GC-MSD.

Normal phase liquid chromatography (NPLC) was used aready in our
laboratory for the analysis of OCs in whale blubber and presented several
advantages: short clean up time, high degree of automatization and high efficiency
in the elimination of the fat, which joined to a sensitive determination by GC led to
low detection limits, generally below 5 ng/g (fresh weight) (7, 8). Thistechnique has
also been used by some authors for the analysis of human adipose tissues (28, 29),
improving former procedures based in other clean up techniques, that include

several steps thusincreasing the possibility of analytical errors.
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The am of this work was to develop feasible and rapid multiresidual
analytical methodology for the determination of endosulfan and their main
metabolic derivatives in human adipose tissue samples. This multiresidual analysis
is specialy problematic due to the different polarities of the anaytes investigated
and also to the wide range of polarities of fats, which makes the separation difficult.

Experimental

Chemicals

Endosulfan isomers (a, ) and their metabolic derivatives (-ether, -sulfate, -
acohol (diol) and -actone) were included in this study. Reference materials from
Dr. Ehrenstorfer (Promochem, Wesel, Germany) with a purity 97-99.7% were used
for the preparation of stock solutions by dissolving standards in acetone. These stock
solutions (around 500 pg/mL) were stored in a freezer at -20°C. Working solutions
for sample fortification and for injection in the LC and the GC system were prepared
by diluting stock solutions in n-hexane. Acetone remaining in working and standard
solutions was removed by evaporation at 40°C under N, stream. Ethyl acetate and n-
hexane, ultra-trace quality, were purchased from Scharlau (Barcelona, Spain).
Anhydrous sodium sulfate of pesticide residue quality (Baker, Deventer, Holland)
was dried for 18 hours at 300°C before use.

The derivatization agent used was N-(tert-butyldimethylsilyl)- N-methyl
trifluoroacetamide (MTBSTFA) with a purity 97% and was obtained from Aldrich
(Milwaukee, WI, USA).

Sample material

Eighteen women with different diseases who were undergoing surgical
treatments were included in the study; the mean age was 53 year (range 35-65).
Most of them lived in rural areas, and only 6 women lived in urban areas. Half of the

samples were adipose tissue obtained from biopsies taken in breast surgery. The
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other nine samples were obtained from abdominal surgery. Adipose tissue was
placed into a glass vial on ice, coded and frozen to -70°C, always within 30 min of
being excised, and stored at the same temperature until they were processed. An
homogenate of mammary adipose tissue previously tested and confirmed that it did
not contain endosulfan residues was used as blank tissue for optimisation of the

procedures and validation experiments.

LC instrumentation

mobilephase g Waste
GC
MSD/ECD
v
PUMP . ) FRACII;.ON
(controller) COLLECTOR

LOOP

DAD
modifier 1 f E

1mL

LP C
! Waste
modifier 2 @ E

Sl :Samplelnjecu(?n g
LP: Low pressureline

IV: 6-way Injectionvave

HPV: 6-way high pressure valve

DAD: Diode array detector

PP: Perigtaltic pump

C: LC column, 150x3.9 mmi.d., 4um silicaNovapack Zc,)nOLP

Figure1l. Scheme of the automated NPLC system used in this work.

A schematic representation of the LC system is shown in Figure 1. It was
constructed with the following equipment: LC Pump: Master 305 piston pump,
Gilson (Middleton, USA); Peristaltic pump: LKB (Bromma, Sweden), solvent flex
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tubing (solvent resistant) ELKAY (Galway, Ireland); Valves. two 6 way high-
pressure valves, VICI Valco, Europe Instruments (Schenkon, Switzerland),
electronically controlled; Sampler: injection valve Rheodyne (Cotati, CA, USA)
with 1.0-mL loop; Column: 150 x 3.9 mm |.D. packed with 4 um silica Novapack
(Waters, Milford, MA, USA); Detector: 2140 Rapid Spectra Detector LKB;
Fraction collector: 2212 Helirac, LKB (Bromma, Sweden); Mobile phases: n-
hexane and n-hexane/ethyl acetate mixtures; Flow rate: 1 mL/min.

GC instrumentation

GC-ECD analysis was performed on a Hewlett-Packard 5890 series Il
(Avondale, USA), equipped with an HP 7673 autosampler. Splitless injections of 2
pL were performed on afused silica HP Ultra 2 capillary column coated with cross-
linked 5% methyl-silicone with a length of 25 m x 0.20 mm I.D. and a film
thickness of 0.33 um. Helium was used as carrier gas at a flow of 0.5 mL/min and
nitrogen at 60 mL/min. The injector and detector temperatures were 270 and 300°C,
respectively. The oven temperature was programmed as follows: 80°C (0.5 min),
20°C/min to 230°C, 5°C/min to 260°C, 20°C/min to 280°C with a final hold for 7

min.

GC-MS operating in electron impact (EI) mode was performed with a
Hewlett-Packard 5890 series |l which was equipped with a HP 7673 autosampler
and a MSD 5971 mass selective detector. Splitless injections of 2 pL were
performed into a fused silica HP-5M S capillary column coated with cross-linked 5%
phenyl methyl siloxane with alength of 30 m x 0.25 mm I.D. and afilm thickness of
0.25 um. Helium was applied as carrier gas at a flow of 1 mL/min. The injector
temperature was 270°C, while the temperature program used was: 80°C (0.5 min),
20°C/min to 230°C, 5°C/min to 260°C, 20°C/min to 280°C with a final hold for 7
min. MSD conditions were as follows. transfer line temperature 280°C; 70 eV
electron impact; electron multiplier voltage 1700V; mass range for full-scan
experiments 50-500 m/z. Several m/z values were used for selected ion monitoring
(SIM) mass detection as shown in Table 1.
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Table 1. Selected ions for analyte determination by mass spectrometry (electron

impact) single ion monitoring.

Compound  Structrure Selected lons Time (min)

; [-1Cl] 307 3.00-10.50
Endosulfan (301 239
ether
Endosulfan- [-CO,, -1Cl] 277 10.50-11.50
lactone

[-2CI] 339 11.50-13.40

@h [-6Cl] 195
Endosulfan

} [-1CI] 386 13.40-20.00
Endosulfan O\? (S0, -2C1] 272
sulfate
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GC-MS/MS (El and chemical ionization (Cl) modes) were performed with a
GC 8000 Top/ GCQ. The oven temperature was programmed as follows: 90°C (1
min), 30°C/min to 180°C, 4°C/min to 270°C, with a fina hold for 7 min. Mass
detector (El) characteristics were asindicate in Table 2. Splitlessinjections of 2 pL
were performed into a fused silica DB-5MS capillary column coated with cross-
linked 5% phenyl methyl siloxane with alength of 30 m x 0.25 mm I.D. and a film
thickness of 0.25 um. The injector temperature was 240°C.

Table2. Programme for MS/M S detection of studied compounds.

Compound parention time window massrange voltage (V)
HCB 284 3.50 5 170-290 3.00
B and y-HCH 219 8.00 5 140-225 1.05
Endosulfan-ether 241 9.00 8 165-245 1.50
Endosulfan-lactone 277 12.00 8 165-282 175
o-Endosulfan 241 13.00 8 165-245 2.50
p,p’-DDE 246 14.20 8 145-250 2.50
-Endosulfan 241 16.00 8 165-245 2.50
p,p’-DDD 235 16.25 5 160-240 1.30
Endosulfan-sulfate 289 17.00 8 175-295 1.60
p,p’-DDT 235 17.75 5 160-240 1.30
M ethods

Sample preparation and extraction

Samples were thawed at room temperature. Between 0.5 and 1.5 g of wet
tissue were chopped and homogenised with 5-10 g anhydrous sodium sulphate, and
extracted twice with 5 mL of n-hexane shaking in vortex during 3 min. After

filtration, the extract was pre-concentrated under a gentle nitrogen stream at 40°C
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and the final residue was adjusted to 3 mL with n-hexane. Figure 2 shows a scheme

of the whole analytical procedure.

| 1.5g human adipose tissue

+ chopped

+5-10 g Na,;SO,

+ 2 x (5 mL n-hexane)

+ shake in vortex (3 min)

 ——

Sample extract + solid particles

Filtration

Pre-concentration
40°C under N, stream

e —

Extract
3mL

Procedure A Procedure B
]_le lle

endosulfan alcohol

4

| GC-ECD/M SD

a-endosulfan B-endosulfan and derivatives
l osmL ~ N 05 me
| GC-ECD/M SD | | GC-ECD/M SD | Derivatization

Figure 2. Scheme of the whole analytical procedure applied for the determination
of endosulfan and metabolitesin human adipose tissue.

General clean-up procedure

1 mL of the hexane extract was injected into the LC system using the 6-way
injection valve (1V). The mobile phase (n-hexane or mixtures n-hexane/ethyl
acetate) was set at aflow rate of 1 mL/min and diode array detector (DAD) was used
at 280 nm for monitoring lipids elution on-line. The modifier solvent (hexane:ethyl
acetate mixtures or ethyl acetate) loaded in the 4-mL loop mounted on the HPV1

valve was introduced at different programmed times in order to increase the polarity
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of the mobile phase. The peristaltic pump (PP) (2 mL/min) was used for loading the
4-mL HPV 1 loop with modifier solvents through alow pressureline (LP). The valve
HPV 2 allowed changing the modifier (Figure 1).

1-mL LC fractions were collected by means of the fraction collector in order
to investigate both the fat and pesticides elution patterns, after the L C clean-up.

The whole procedure was completely controlled from the LC pump. The
elution procedures assayed used mobile phases in increasing polarity ranged from
hexane to hexane:ethyl acetate (50/50, v/v). After purification of sample extracts
during 20 minutes, each LC procedures was programmed to inject 4-mL ethyl
acetate at 22 minutes in order to clean the column of remainder fats. Elution patterns
of pesticides and lipids were reproducible during at least two months of routine

anaysis.

Recommended clean-up procedure

Recommended clean-up procedures for endosulfan isomers and metabolites

analysisin human adipose tissue were as follows (Figure 3):

a-endosulfan (Procedure A) - For the determination of a-endosulfan 1-mL
hexanic sample extract was injected into the LC system, using n-hexane as
mobile phase (flow: 1 mL/min). After 2 minutes, 4-mL n-hexane:ethyl acetate
(99:1, v/v) was injected by using the 4-mL loop mounted on the HPV1 valve
and then, a pulse of 4-mL ethyl acetate was introduced at 16 minutes of elution
(beginning of fraction 17). In the LC-fraction collected between minute 2.5 and
3.5 (between fraction 3 and 4) euted a-endosulfan. Silicagel column was
regenerated by a 4 mL ethyl acetate flush step at 22 minutes. Other OCs and
metabolites (PCBs, DDTs, HCHs and HCB) eluted, applying this procedure,

between minute 2 and 4 (fractions 3 and 4).
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1-mL fraction ProcedureA ProcedureB
1
2
3 d-endosulfan....+ -endosulfan
4 OCs
5 end-ether
6
7
8
9 B-endosulfan
10
11
12
13 end-sulfate
14
15
16 end-ether
17
18 B-endosulfan
19 B-endosulfan end-sulfate  end-lactone end-OH
20 end-lactone end-OH

* fractions3 and 4 contain @-endosul fan and other OCs (DDTs,HCB, HCHs)

ProcedureA: f.m.hexang 2 min hexane/ethyl acetate1% 4mL, 16 min ethyl acetate 4 mL
ProcedureB: f.m. hexandethy! acetate5%, 16min ethyl acetate4 mL
fractions witha fat content less than300 ng/AL

fractions witha fat content between300-5000ng/AL
fractions witha fat contentmorethan 5000 ng/AL

Figure 3. Elution pattern of endosulfan residues and lipid in human adipose
tissue by applying the recommended clean-up procedures.

Fendosulfan and metabolites (Procedure B) - For the determination of [3-
endosulfan, endosulfan-ether, endosulfan-sulfate, endosulfan-alcohol and
endosulfan-lactone, 1-mL hexane extract was injected into the LC system,
using n-hexane:ethy| acetate 95:5 as mobile phase (flow: 1 mL/min) and a pulse
of 4-mL ethyl acetate was introduced at 16 minutes of elution by using the 4-
mL loop mounted on the HPV1 valve. Analytes eluted as follows: endosulfan
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ether between minute 4 and 5 (fraction 5), B-endosulfan between minute 8 and
9 (fraction 9), endosulfan-sulfate between minute 12 and 13 (fraction 13),
endosulfan-alcohol and -lactone between minute 18 and 19 (fraction 19).
Silicagel column was regenerated by a 4 mL ethyl acetate flush step at 22

minutes.

GC analysis

Linearity of response of the analytes studied was proved in a concentration
range from 10 to 1000 ng/mL for GC/ECD and from 10 to 5000 ng/mL for mass
spectrometry.

The 1-mL LC fractions containing pesticides were directly injected into the
GC system using detection by ECD or MS without any preconcentration step.
Quantitation was carried out by means of externa standard method, using SIM
mode for MS detection. Endosulfan-alcohol had to be derivatized prior to its
determination by GC: the silyl derivative (endosulfan-alcohol TBDMS) was
analysed by GC-ECD, but its determination with GC-MS (El) was not satisfactory
and the use of negative chemical ionization (NCI) technique would have been

required.

GC-MS/MS was only used as additional confirmation of analytes detected in
real-world samples. MSMS detection was performed by isolation of the
corresponding parent ion for each compound inside the trap followed by application
of an adequate excitation voltage for its subsequent fragmentation (see Table 2).
The parent ions were selected considering the ions with high m/z values but aso the
chromatographic signals obtained after its isolation in the ion trap. Daughter ions
obtained were scanned over a characteristic mass range leading to the MS/MS
spectrum. Isolation and excitation conditions were optimized and selected in order to
obtain characteristic MS/IMS spectra with fragmentation patterns rich enough to

alow the accurate identification of analytes detected. Therefore, the confirmation of

356



Capitulo 5 Determinacion de compuestos OCs en tejido adiposo

the residues detected in the adipose samples was made on the basis of the mass

spectrum obtained from fragmentation of parent ions.
Validation study

Statistical validation of the method was performed in our own laboratory. The
following parameters were eval uated:

linearity- the calibration curve for ECD was obtained by analyzing standard
solutions by triplicate at 6 concentrations between 10 and 1000 ng/mL;
for MSD, 8 concentrations between 10 and 5000 ng/mL were used.

accuracy- the accuracy was studied by mean of recovery assays, analysing
representative samples fortified at three concentrations levels (50, 500
and 5000 ng/g, fresh weight, n=5 each).

precision- the precision of the method was determined as the repeatibility (n=5) of

the recoveries at each fortification level within and between days.

selectivity- the selectivity of the method was based on the appropriate selection of
ions for the detection of each analyte by mass spectrometry single ion

monitoring mode.

limit of detection- the limit of detection (LOD) was obtained when the signal was
three times the background noise in the chromatogram at the lowest

analyte concentration assayed.

Derivatization of endosulfan alcohol

500 pL of the LC-fraction containing endosulfan alcohol (fraction 19,
Procedure B) were transferred into a 2-mL sample vial. 100 pL of MTBSTFA were
added and the tightly closed vial was placed in water at 70°C for 30 minutes. 400 pL
of toluene were added after reaching room temperature and mixed by shaking. The
derivatized solution was injected into GC system for analytical determination.
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Determination of fat

The total fat content in the sample extracts was determined by gravimetry, by
evaporating the hexanic sample extracts at 95°C until constant weight. The low
amount of fat in the LC fractions made necessary the use of a colorimetric method,
that allowed the determination of fat at g level. The colorimetric method used for
total lipids determination is based on the sulpho-phosphovainilline reactivity (30).
Triacylglycerids calibration solution (Sigma, St Louis, Missouri, USA) was used as
standard. Calibration curve was performed between 0 and 1000 pg.

Results and Discussion

Firstly, lipid and pesticide elution patterns in the normal phase LC system
were investigated. Different LC procedures using mobile phases with increasing
eluotropic strength (see General Clean-up procedure) were applied separately to 1-
mL hexanic extracts of adipose tissue (0.5 mg tissue per mL) and to 1-mL hexane
standard solutions containing 1 pg/mL each pesticide. After studying the elution
patterns of lipidsin the blank sample and those of pesticide standards in the silicagel
LC column, the results obtained were confirmed by application of the clean-up

procedures to hexanic sample extracts fortified with pesticides.

Previous results obtained on marine organisms, including mammals (7, 31)
showed a wide range of polarities of the lipids in these samples, leading to a
different behaviour in the NPLC elution. In human adipose tissue, great differences
in polarity were also found for lipids, as Figure 3 shows. Percentage of extractable
fat was very similar in both kinds of samples (mammary and abdominal) and was
found to be 84 + 9%.

As regards the analytes investigated, 1-mL of mixed standard solutions
containing 1 pg/mL of each pesticide were injected into the LC system. The 1-mL
fractions collected were directly analysed by GC. Mobile phases with higher

eluotropic strength accelerated the elution of analytes, decreasing the clean up time,
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but unfortunately, pesticides eluted together with fat in most of cases. a and
endosulfan and derivatives eluted in well different LC fractions under all conditions
investigated due to their differencesin polarities. Liquid chromatographic separation
of analytes and lipids was difficult, and it was not feasible to obtain a good clean-up
in only one run. As Figure 3 shows, the less polar a-endosulfan eluted well
separated from the more polar endosulfan sulfate, lactone or alcohol. Under these
circumstances, we focussed our work on the development of two separate clean-up
procedures that allowed the analysis of the less polar analytes by one side and the
more polar by the other, and directly injecting the fat-free LC-fractions in the gas

chromatograph.

In order to select the more suitable clean-up conditions, we considered 600 ng
as the maximum amount of lipids allowable for injection in the capillary GC column
(32). Our experience also confirms that sample extracts with fat content close to 600
ng can be injected in the GC system, obtaining clean chromatograms with low
background signal and allowing quantitation of chromatographic peaks at low

concentration levels.

Using the clean-up procedure A, a-endosulfan eluted in the LC fraction
collected between minute 2.5 and 3.5 containing less than 300 ng/pL (equivaent to
600 ng in a 2-pL injection into the GC). The rest of compounds investigated eluted
much later (fractions 17-20), in most of cases together with an excesive amount of
fat. For these compounds ancther clean-up procedure was selected. We also proved
that a-endosulfan coeluted with other OCs as DDTs (p,p’-DDE, p,p’-DDD, p,p’-
DDT), HCHs (lindane and isomers), HCB and PCBs, in such a way that dightly
increasing the volume of the LC fraction (collecting fractions 3 and 4) we could

determine all these compounds in adipose tissue samples.

[B-endosulfan and other metabolites could be obtained in fat-free LC fractions
(or with a fat content less than 300 ng/uL) using the clean-up procedure B. The

fraction 19, containing endosulfan-lactone and —alcohol, was separated in two vials:

359



Capitulo 5 Determinacion de compuestos OCs en tejido adiposo

one to directly determine endosulfan-lactone and the other to derivatize the alcohol

by means of a sylanization process.

The application of the LC clean-up procedures to hexanic sample extracts
fortified with pesticides and to pesticide standards in hexane showed that the
behaviour of pesticides in the clean-up step was not dependent on the matrix, as they
eluted in the same fractions.

The overal analytical procedure -including extraction with n-hexane,
preconcentration, application of the automated silicagel clean-up procedure and final
determination by GC-ECD and GC/MSD, was validated by applying it to human
adipose tissues free of endosulfan residues (used as a blank) and fortified at three
different levels (5000, 500 and 50 ng/g, fresh weight). Table 3 shows recoveries and
coefficients of variation (n=5) for endosulfan and metabolites calculated from ECD
at three levels assayed and from MSD at the two lowest fortification levels. Most of
recoveries were satisfactory with mean values higher than 80 %, except for a and -
endosulfan at the lowest fortification level (probably due to the proximity to the
limits of detection values). Repeatability, within and between days, expressed as
coefficients of variation of the recoveries were below 10 % in both cases for the
most of the analytes at the three fortification levels assayed. Selectivity of the
method was ensured by the use of GC-MS single ion monitoring mode. It seems
interesting to remark that in first experiences the a-endosulfan recovery obtained by
GC-MS was higher than expected (150%) when the ion 239 was selected for
guantitation due to the presence of an interfering compound with the same fragment
and coeluting together with the analyte. The problem was solved by selecting
adequate fragments to perform the single ion monitoring programmes in order to
avoid false positives when GC-MS (SIM) is applied (see Table 1). The sylil
derivative of endosulfan alcohol was only investigated by ECD. The study by GC-
MS (NCI) will be subject of future investigation research.
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Table 3. Mean recoveries (%) and coefficients of variation (n=5) after application
of the overall analytical procedure to samples fortified at 5000, 500 and 50 ng/g
level. Limits of detection (LOD) in ng/g fresh weight.

Recoveries LOD
and coefficients of variation (%)* ng/g
5000 ng/g 500 ng/g 50 ng/g ECD MSD
ECD ECD MSD ECD MSD (SIM)
a-endosulfan 109(1) 105(3) 82(10) 58(7) 60(10) 10 50
endosulfan-ether 96(6) 81(6) 77(5) 84(11) 92(7) 5 5
[-endosulfan 100(4)  83(7) 80(5) 70(12) 78(9) 5 50
endosulfan-sulfate 102(6) 85(7) 80(5) 85(6) 101(10) 5 7
endosulfan-OH TBDMS ~ 114(5) 101(6) _  108(21) 25 -
endosulfan-lactone 95(8) 94(13) 93(15) 106(17) 116(11) 5 5

* coefficients of variation correspond to precision between days

The LC system applied in this work alowed us to perform step gradients
injecting modifier solvents just before the column from the loop mounted on HPV 1,
avoiding diffusion processes between mobile phase and modifier and, as a
consequence, obtaining good reproducibility in the elution times of both fats and
pesticides.

Figures 4 and 5 show, as an example, ECD and MS chromatograms
corresponding to tissues fortified at 50 ng/g level. As it can be seen, the ECD
chromatograms were clean, which proves the efficacy of the clean-up procedure.
Limits of detection, calculated from these chromatograms using a signal-to-noise
ratio of three, were found to be at the low ng/g concentration level using ECD
(Table 3). The limits of detection obtained using MS in mode SIM ranged between
5 and 50 ng/g (fresh weight). These values could be certainly improved by
concentrating the 1-mL LC fractions, athough more sample treatment would be

necessary in such acase.
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Figure 4. GC-ECD chromatograms corresponding to the analyse of mammary
adipose tissue fortified at 50 ng/g: 1. a-endosulfan (Procedure A, fraction between
minute 25 and 3.5), 2 endosulfan-ether (Procedure B, fraction 5),
3. Bendosulfan (Procedure B, fraction 9), 4. endosulfan-sulfate (Procedure B,
fraction 13), 5. endosulfan-OH TBDMS (Procedure B, fraction 19),
6. endosulfan-lactone (Procedure B, fraction 19).
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Figure 5. GC-MS (SIM) chromatograms corresponding to the analyse of
mammary adipose tissue fortified at 50 ng/g: 1. a-endosulfan (Procedure A,
fraction between minute 2.5 and 3.5), 2. endosulfan-ether (Procedure B, fraction
5), 3. Bendosulfan (Procedure B, fraction 9), 4. endosulfan-sulfate (Procedure B,
fraction 13), 6. endosulfan-lactone (Procedure B, fraction 19).
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Application of the devel oped procedure to human adipose tissue samples

The method developed in this paper was applied to the analysis of severd
human adipose tissue samples. 18 samples (nine of mammary adipose tissue and
other nine of abdominal fat tissue) were analysed for endosulfan residues and,
additionally, the LC-fraction containing a-endosulfan and other OCs was also
investigated (Table 4). As a result, pesticide residues were detected in 85% of the
samples analysed. p,p’-DDE and HCB were the compounds more often detected, as
they were present in 85% and 72 % of the samples analysed, respectively.
Additionally, they reached the highest concentrations among all pesticides detected,
in some samples with levels above 2 pgl/g, for pp’-DDE, and around 0.5 pg/g, for
HCB. Lindane and its isomer B-HCH were detected in four and seven samples,

respectively.

In relation to endosulfan residues, only the metabolites endosulfan-sulfate and
endosulfan-ether were detected in 22% and 28 % of the samples analysed,
respectively. Their concentrations in adipose tissue (between 5 and 27 ng/g) were
generaly lower than other organochlorines and by far much lower than p,p’-DDE
and HCB. Parent endosulfan (a and () and other endosulfan metabolites were not
identified in any samples, although endosulfan-acohol was not investigated. Two of
the samples seemed to contain 3-endosulfan at the few ng/g level (GC-MS, in SIM
mode), but the subsequent analysis by GC-MS-MS did not allow us to confirm the

presence of this compound.

It can be emphasised the samples 2017 and 4112 which presented a similar
pattern as regards pesticide content: high levels of p,p’-DDE, HCB and 3-HCH, and
the presence of the two endosulfan metabolites. Moreover, the samples 2173 and
4076 aso had similar profile, with high p,p’-DDE, HCB and B-HCH leves, but no
presence of endosulfan residues. Finally, another set of three samples could be
considered, as they contained only two organochlorines but at high concentrations:
samples 31, 147 and 2080 with p,p’-DDE and HCB at levels ranging between 670-
2200 ng/g (p,p’-DDE) and 200-930 ng/g (HCB).

364



Capitulo 5 Determinacion de compuestos OCs en tejido adiposo

In most of positive samples, pesticides detected by GC-MSin SIM mode were
additionally confirmed by GC-MS-MS, except for 4 samples (suspicious to contain
p,p’-DDD) and 2 samples (suspicious to contain -endosulfan in all cases at very
low ng/g level). The presence of these compounds was not confirmed by GC-MS-
MS in any of these samples. Therefore, the risk of given false positives for these

compounds should be carefully considered.

Abundance lon 272.00 (270.00 to 276.00): 0801008.D

1053
% Endosulfan-sulfate
85

75 A

65

55 H

45

35

254,

—
11.00 1200 1300 1400 1500 16.00 Time

216.8

253.0

90
ned Endosulfan sulfate

100

Relative Abundance

90

80

70

180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 M/Z

NL:
9.01E2
miz=
216.0-

221.0+

60

50

Relative Abundance

40

250.0-
256.0
MS data05

30

20

10

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
Time ( min)

Figure 6. A) GC-MS (SIM-extract ion) chromatogram corresponding to sample 93
containing endosulfan-sulfate. B) Confirmation by GC-MS-MS (mode extract
ion).
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Table 4. Compounds detected in human adipose tissue samples. Concentrations expressed as ng/g in fresh tissue.

Sample number

Compound 31 62 83 93 147 2005 2017 2037 2053 2080 2092 2164 2173 4013 4035 4076 4112 4121

endosulfan- _ _ d _ _ 12 _ _ _ _ _ _ _ _ _ 11 5
ether

endosulfan- _ 2t 2 _ _ 25 _ _ _ 20 _ _ _ _ _ 15 _
sulfate

p,p’-DDE 2200 5 6 3 1620 4 1459  _ 16 670 d _ 1287 117 _ 868 1028 25
p.p’-DDT _ d _ _ _ d d _ _ _ _ _ d _ _ d _ _
HCB 760 d 7 d 200 d 554 _ _ 930 _ _ 635 60 _ 334 236 73
y-HCH _ _ _ _ 112 _ _ 48 _ _ _ _ 106 _ _ _ _
B-HCH _ _ d 35 _ 397 _ _ _ 93 _ 402 _ _ 304 162 _

d detected at low levels by MSMS (non quantified)
* sample used as a blank for the method devel opment of endosulfan
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Conclusions

The method proposed in this paper allows the automated clean-up of adipose
tissue extracts by normal phase LC prior to the GC determination of endosulfan and
metabolites with a wide range of polarity. Depending on LC clean up conditions, the
procedure can be used for the determination of a-endosulfan together with other
organochlorines as HCB, HCHs, DDTs and PCBs by one side, as well as for the
determination of B-endosulfan and endosulfan metabolites (-ether, -lactone, -sulfate,
-alcohal) by the other. The clean-up procedure can be completely automated and it is
efficient for the elimination of in such a way that the LC fractions can be directly
analysed by GC without any additional sample treatment. The application of GC-MS
and specially GC-MS/MS alows the unequivocal confirmation of the analytes in

real samples where interfering peaks are often present in the chromatograms.

The application of overall procedure to eighteen human samples real-world
shows: i) a high proportion of women with organochlorine residues in adipose tissue
(only 3 out of 18 samples were free of pesticide residues), ii) OC pesticide levels are
significant (2.2 pg of p,p’-DDE per g of adipose tissue), iii) the presence of

ensodulfan metabolitesin 6 of the 18 samples analyzed, among other OCs.

The aim of this paper has been to develop rapid, accurate and sensitive
analytical methodologies. A low number of real samples were anaysed and,
consequently, this fact does not allow us to obtain any conclusion about possible
relationships between pesticides detected and characteristics of patients, as the
presence of cancerous process or professiona activity. In the near future, this
method will be applied to the analysis of a number of samplesin order to investigate
the potential relationships between the presence and concentration of OC pesticides
in adipose tissues and other parameters as type of samples, professiona activity,

living area of patients, cancer diseases or estrogenic activity, as the main factors.
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5.2.5. Articulo cientifico 6: Chromatographia (enviado)

DETERMINATION OF ORGANOCHLORINE COMPOUNDS IN HUMAN
ADIPOSE TISSUE USING AUTOMATED LIQUID CHROMATOGRAPHY
CLEAN UP AND GAS CHROMATOGRAPHY ANALYSIS COUPLED TO
TANDEM MASS SPECTROMETRY

F. Herndndez*, E. Pitarch, R. Serrano, C. Guerrero

Analytical Chemistry, Dept. Experimental Sciences, University Jaume |, 12004
Castellon, Spain.  Tel: 34-964-728100, Fax: 34-964-728066, E-mail:

hernandf @exp.uji.es

Abstract

A multiresidue method based on automated normal-phase LC clean up and
GC-MS/MS analysis has been developed for the determination of organochlorine
pesticides and polychlorinated biphenyls in human adipose tissues. Analytes were
extracted by dissolving the fat samples in n-hexane, and the hexanic extracts were
injected onto the silicagel column of the automated LC clean up system prior to
analysis by GC-MSMS. The high efficiency of the HPLC clean up for the
eimination of fats in combination with the use of GC with tandem mass
spectrometry detection allowed to reach detection limits at the low ng g¢*

concentration level for all analytes using as low as 0.25 g of sample.

The overal analytical procedure was applied to several human abdominal fat
tissue samples. HCB, B-HCH, p,p’-DDE and the higher chlorinated PCBs (138, 153
and 180) were the most frequently detected compounds, at levels of 26-1273 ng g7,
19-933 ng g+, 121-3945 ng g™ and 56-496 ng g, respectively.
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1. Introduction

Persistent organochlorine (OC) compounds — including pesticides and
polychlorinated byphenyls (PCBs) — were widely used in agriculture and industry
for years. Most of these compounds are banned at present, although some specific
uses are till allowed, as DDT which is used used nowadays to fight against some
tropical diseases. Besides, there are some non-intentional sources to obtain persistent
contaminants (polichlorated dibenzofuranes, HCB and PCBs) from incomplete
thermal processes of organic matter and chlorine.

Due to their specific chemical and physical properties, OC compounds are
resistant to physical and biological degradation. Their high lipid solubility leads to
their bioconcentration in lipid-rich tissues of organisms as fish, fish foods, marine
mammals, terrestrial animals, etc. [1-7] and their biomagnification through the

trophic chain of the ecosystems.

Humans are also exposed to OC analytes through diet and other ways, as
environmental and workplace exposure. As a consequence, OC pesticides, as [3-
HCH, p,p’-DDE or HCB, and PCBs are usually detected in most of serum samples
[8-12]. Human milk monitoring has also been performed in many countries to check
the presence of persistent OC compounds in infants' intake [13-16]. Severa authors
have recommended the direct measurement of adipose tissue content in human
population [17-20] because these contaminants are usually found at high
concentration levelsin this kind of matrix.

Conventional methods for the analysis of OC compounds in fatty samples,
and particularly in human adipose tissue, usualy involve severa steps including
extraction, elimination of the fat using acid digestion [21], column adsorption
chromatography [22] or solid phase extraction [23], and anaytical determination by
GC-ECD or GC-MSD.

Normal phase liquid chromatography (NPLC) has been successfully used in
our laboratory for the analysis of OCs in whale tissues, including blubber [4],

organophosphorus pesticides in marine organisms [24] and aso for the
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determination of endosulfan and metabolites in human adipose tissue [25]. This
technique presents several advantages, as short clean up time, high degree of
automatization and high efficiency in the elimination of the fat, which joined to a
sensitive determination by GC leads to low detection limits. Other authors also used
this technique for the analysis of human adipose tissues [26-27], improving former
procedures based on other clean up techniques that included severa steps thus

increasing the possibility of analytical errors.

The analytical determination of OCs can be carried out by using different gas
chromatography (GC) detectors. Electron capture detection has been traditionally
used for this purpose, but nowadays it is preferable to use mass spectrometry
detection in order to further assess peak identity. The use of MS detection clearly
increases detection capabilities giving spectral identification of separated
compounds, but in some cases the use of typical EI-MS detection suffers from peak
detection problems even when using a selected ion for quantitation, especially when
dealing with complex matrices as biological samples [25]. This situation can be
overcome by using tandem mass spectrometry with an adequate selection of
precursor and daughters ions as referenced in literature [28-29]. Thus, procedures
based on afina determination by GC-MS/MS usually give satisfactory results, both
for identification and quantitation of low pesticide concentrations in biological

samples.

The aim of this work was to develop efficient and modern analytical
methodology for the simultaneous analysis of several persistent OC compounds in
human adipose tissue samples. This paper describes an automated procedure based
on normal phase LC for the efficient clean-up of fatty extracts and GC-MS/MS for
the selective and sensitive determination. The developed methodology has been

applied to real world samples of human adipose tissue.
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2. Experimental

2.1. Reagents

Reference materials from Dr. S. Ehrenstorfer (Promochem, Wesel, Germany)
with a purity 97-99.7% were used for the preparation of standards of HCB, 3-HCH
and DDTs (p,p'-DDT, p,p'-DDD and p,p’-DDE). PCB mix 3 from Dr. S
Ehrenstorfer (10 pl mi™ in isooctane) was used for single quantitation of PCBs
congeners lUPAC number 28, 52, 101, 138, 153 and 180.

Stock solutions (around 500 pl mL™) were prepared by dissolving standards
in acetone and stored in a freezer at -20°C. Working solutions for sample
fortification and for injection in the LC and the GC system were prepared by
diluting stock solutions in n-hexane. Acetone residues were eliminated from
working and standard solutions by evaporation at 40°C under N, stream. Ethyl
acetate and n-hexane, ultra-trace quality, were purchased from Scharlab (Barcelona,
Spain). Anhydrous sodium sulphate of pesticide residue quality (Baker, Deventer,
Holland) was dried for 18 hours at 300°C before use.

Three interna standards were used: HCB-2C,, 2,2,344' 5 -
hexachlorobiphenyl-*3C,, (Cambridge Isotope Labs, Inc. Andover, MA) and 4,4 -
DDE Dg (Dr Ehrenstorfer). Working solutions of labelled standards (ca 1 pg mL™)
was prepared by dilution of stock solution with hexane and stored at 4°C.

2.2. Sample material

All human adipose tissues were supplied from Hospital General of Castellon
(Spain). A pool of sample obtained by mixing several abdominal and gluteus

adipose tissue was used as a“blank” to optimize the overall procedure.

The real samples to be analysed corresponded to eleven individuals (9 men

and 2 women) living in the province of Castellon and working in different activities.
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The mean age was 61 year (range 37-83). Most of samples were taken from the

abdominal tissue obtained from these patients.

2.3. LC Instrumentation

A schematic representation of the LC system used in this work is shown in
Figure 1. It was constructed with the following equipment: LC Pump: Master 305
piston pump, Gilson (Middleton, USA); Valves. two 6 way high-pressure valves,
VICI Valco, Europe Instruments (Schenkon, Switzerland), electronically controlled;
Sampler: injection valve Rheodyne (Cotati, CA, USA) with 1.0-mL loop; Column:
150 x 3.9 mm 1.D. packed with 4 um silica Novapack (Waters, Milford, MA, USA);
Fraction collector: Gilson FC 203B (Middleton, USA); Mobile phases. n-hexane

and n-hexane/ethyl acetate mixtures; Flow rate: 1 ml/min.

ethyl acetate
reservoir
Sample Injection Waste

mobile phase

PUMP
(controller)
LOOP LOOP
Iml 4ml
GC FRACTIONS
msms | €coLLecTor 1 LC column }

— load position 150x3.9 mmi.d., 4um silicaNovapack
--- inject position

Figurel. Scheme of the automated NPLC system used for clean-up of fatty
extracts.
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2.4. GC Instrumentation

GC-MS/MS was performed using an ion trap mass spectrometer (Finnigan
GCQ, Austin, Texas, USA) operating in electron impact (El) ionization mode. The
GC 8000 Top (Carlo Erba Instruments, Milan , Italy) was equipped with a AS 800
autosampler. The oven temperature was programmed as follows: 90°C (1 min),
30°C min® to 180°C, 4°C min™ to 300°C with a final hold for 5 min. Splitless
injections (3 mm i.d. glass liner with a carbo-frit) of 2 uL were performed using a 30
m x 0.25 mm fused silica DB-5MS capillary column with a film thickness of 0.25
pm (cross-linked 5% phenyl methyl siloxane). Helium was used as carrier gas at a
flow of 1 mL min™. The injector temperature was 240°C. Experimental mass

spectrometer conditions are summarised in Table .

Table |. Mass spectrometer conditions.

| onisation mode El (70eV)
Multiplier voltage 1250V
Multiplier gain 3.1E5
Source temperature 220°C
Transfer line temperature 275°C
Emission current 250 pA
AGC target 50

Trap offset 5

2.5. Sample preparation and extraction

Samples were prepared and extracted according to our previous paper [25].
After thawing at room temperature, approximately 0.25-0.5 g of wet tissue were
chopped and homogenised with enough anhydrous sodium sulphate to eliminate the
water, and extracted twice with 5 ml of n-hexane shaking in vortex during 3 min.
After filtration, the extract was pre-concentrated under a gentle nitrogen stream at
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40°C and the final residue was adjusted to 3 mL with n-hexane. Finally, the extract
(0.08-0.17 g mi™* expressed as fresh weight tissue) contained between 0.21-0.42 g of
extractable fat.

2.6. Clean-up procedure

The general clean-up procedure was based on our previous work [25]. 1 mL
of the hexane extract was injected into the LC system using a 6-way injection valve.
The mobile phase (n-hexane) was set at a flow rate of 1 mL min™ and the modifier
solvent (hexane:ethyl acetate mixtures or ethyl acetate) loaded in the 4-mL loop was
introduced at different programmed times in order to increase the polarity of the
mobile phase. 1 mL LC-fractions were collected by means of the fraction collector
in order to investigate both, the fat and pesticides elution patterns, after the LC

clean-up.

Once optimized, the recommended procedure for the determination of PCBs
and OC pesticides was as follows: 1 mL hexanic sample extract was injected into the
L C system. After 2 minutes, 4 mL n-hexane:ethyl acetate (99:1, v/v) was injected by
using the 4-mL loop mounted on a HPV1 valve and then, a pulse of 4 mL ethyl
acetate was introduced at 16 minutes of elution. All PCBs and OCs investigated in
this work eluted in the 2 mL LC-fraction collected between minutes 2 and 4. The
Silicagel column was regenerated by a4 mL ethyl acetate flush step at 22 minutes.

2.7. Determination of fat

The total fat content in the sample extracts and in the LC fractions was
determined by gravimetry and colorimetry [30], respectively. The colorimetric
method used for total lipids determination is based on the sulpho-phosphovainillina
reactivity. Triacylglycerids calibration solution (Sigma, St Louis, Missouri, USA)
was used as standard. Calibration curve was performed between 0 and 1000 ug.
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3. Results and discussion

GC analysis

Linearity of response of the analytes was proved by anayzing standard
solutions, by triplicate, at 5 concentrations in the range from 5 to 2000 ng mL™, for
OC pesticides, and 5 to 1000 ng mL™, for PCBs. The values of r? were higher than
0.99 for all compounds in the whole range tested.

The 2-mL LC-fraction containing the selected analytes was concentrated
under a N, gentle stream down to a volume of 1 mL. Before injecting into the GC
system, 100 pL internal standard mixture (1 ug mL™) was added to vials containing
1 mL of extract. Quantitation was carried out using HCB- *C; (for HCB and p-
HCH), p,p’-DDE Dg (for p,p’-DDT, p,p’-DDD and p,p’-DDE) and PCB 153- °C,,
(for all PCB compounds) as internal standards.

The MS/MS method applied used EIl ionization mode with automatic gain
control (AGC), which is characteristic of ion trap MS analyzer. MS/MS detection
was performed by isolation of the corresponding selected parent ion for each
compound inside the trap followed by application of an adequate excitation voltage
for its subsequent fragmentation. Parent ions were selected from the EI spectra
taking into account aspects as high m/z values but also the peak abundance as well
as the chromatographic signal obtained after its isolation in the ion trap. Daughter
ions obtained were scanned over a characteristic mass range leading to the MS/MS
spectrum. The aim was to generate MS/MS spectra where the parent ions were
present in at least a 10-20% of base peak.

In this paper, two MS/MS methods, both divided into five acquisition
segments, were used, one for OC pesticides and another for PCBs (PCB 101 and
118, and PCB 138 and 153 into the same segment, respectively). Three values of the
trapping parameter g (0.45, 0.35 and 0.25) were investigated. The higher response
for most compounds were obtained with q = 0.45, so this value was selected for our

method. Then, isolation and excitation conditions were optimised and selected in
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order to obtain characterisic MS/MS spectra with fragmentation patterns rich

enough to alow the accurate identification of analytes detected.

Table Il shows the conditions corresponding to the optimised MSMS
method. The highest isolation windows (10 units of m/z) used corresponded to HCB
and p,p’-DDE as the labelled HCB-**C; and 4,4’ -DDE Dgwere aso includedin these
segments. In addition, the selected precursor ion in these isolation windows did not
correspond to any base peak in their EI spectrum (284 for HCB and 246 for p,p’-
DDE), but the selection of precursor ion and window was made in order to keep
isolation mass range as short as possible, including the pesticide as well as the
isotopically labelled compound. In the case of the segment corresponding to the
determination of PCB 153 and PCB 153 °C,,, it was unfeasible to select an only
scan to fragment both of them because the difference was 12 units of n/z and the
highest window of m/z allowed by the system was %5 units. The software of the
instrument allows us to programme different scans (acquisition of dates) in the same
time-window, so for PCB 138 and 153 a scan with the precursor ion of 360 was
selected, and for PCB 153 *C,, another scan with 372 as the precursor ion was
selected, al of themin the forth segment.

Tablell. Programme for MS/MS detection of studied compounds.

Compound time window mass parention  voltage
range V)
HCB and HCB-"*C; 3.50 10 170-295 288 3.50
B-HCH 7.50 5 140-225 219 1.05
p,p’ -DDE and p,p’ -DDE-Dg 1340 10 145-260 250 3.00
p,p’-DDD 15.00 5 160-240 235 1.30
p,p’ -DDT 16.40 8 160-240 235 1.70
PCB 28 350 4 140-262 258 2.00
PCB 52 9.80 4 180-295 292 1.50
PCB 101 and 118 11.50 4 170-330 326 2.00
PCB 138, 153 and PCB 153-°C;, 15.60 8 200-380 360 (372)* 1.75
PCB 180 18.50 8 220-402 39 2.25

*the parent ion corresponded to labelled PCB
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Extracted ions selected from EI-MSM S spectra and used for quantitation are
indicated in Tablelll.

Table IIl. List of ions (m/z) extracted in MSMS chromatograms used for
quantitation (relative abundances %).

Compound tr m/z

1. HCB 731 212-216 (214, 100%)

2. B-HCH 7.71 181 (100%), 183 (85%)

3.p,p’-DDE 13.84 176 (100%)

4.p,p'-DDD 15.38 165 (100%), 199 (36%)

5.p,p’ -DDT 16.79 165 (100%), 199 (30%)

6. PCB 28 9.14 186 (100%)

7. PCB 52 10.08  220(100%), 222 (80%)

8. PCB 101 13.00 254 (98%), 256 (100%)

9.PCB 118 15.05 254 (100%), 256 (98%)

10.PCB 138 15.90 288 (85%), 290 (100%)

11. PCB 153 16.94 288 (85%), 290 (100%)

12. PCB180 19.61 322 (55%), 324 (100%), 326 (70%)
Labelled surrogate/internal standard

13.1°Cs HCB 7.31 218-222 (220, 10 218-222 (220, 100%)
14. Dg p,p’ -DDE 13.74 183 (80%), 184 ( 183 (80%), 184 (100%)
15.%3C,, PCB 153 16.93 300-304 (302, 100%)

tr: retention time
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LC clean-up

The cleanup procedure used in this paper for PCBs and OC pesticides
determination was previously applied in our laboratory [25] to determine a-
endosulfan in human adipose tissue, which co-eluted with HCB, HCHs, DDTs and
PCBs. The amount of the extractable fat contained in the samples under
investigation was similar to that determined in our previous paper on mammary and
abdominal adipose tissue, 84 + 9% [25].

The elution procedure (see Experimental) was applied to 1-mL hexanic
standard solutions containing 1 pg mL™ each pesticide in order to know the elution
of the studied compounds in the silicagel LC column. Then, 1-mL LC-fractions
collected were directly analysed by GC. The results obtained with standards were
confirmed later by application of the cleanup procedure to hexanic sample extracts
spiked with pesticides.

Using the recommended cleanup procedure, the studied OC pesticides and
PCBs eluted altogether between minutes 2 and 4 (1-mL fractions 3 and 4). In order
to smplify the method and to increase its robustness, the two fractions were joined
in a2-mL LC fraction and then concentrating to a final volume of 1 mL. Then, OC
pesticides and PCBs were separately analysed by GC (one MS/MS method for OC
and another for PCBs). The amount of lipids in the final concentrated fraction was
less than 300 ng pL™ (equivalent to 600 ng in a2 pL injection into the GC), which is
in agreement with the maximum amount of lipid allowable for injection in the
capillary column reported by Grob and co-workers [31] (fat content close to 600 ng).

However, the use of a carbon frit installed into the glass liner of the injector port
could also allow the injection of extracts with a far content some higher than 300 ng

pL™
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Validation Study

Sample used in the validation process consisted in a pool obtained by mixing
several human abdominal adipose tissue samples. As all samples of human adipose
tissue collected presented several of the analytes studied in this paper, it was
necessary to consider the concentrations found in the pool sample in order to
calculate the recoveries (Table 1V).

Quantitation was performed using direct calibration and labelled internal
standards, HCB-3C; (for HCB and B-HCH), 4,4'-DDE D (for p,p’-DDE, p,p’-DDD
and p,p’ -DDT) and PCB 153-'3Cy, (for all PCBs).

The precision (as repeatability) and accuracy of the overal analytical
procedure - including extraction with n-hexane, preconcentration, application of the
automated silicagel cleanup procedure and final determination by GC-MS/MS -
were obtained by anaysis of five spiked fat tissue replicate samples at three
concentration levels 50, 500 and 2000 ng g™ (for OC pesticides) and 50, 500 and
1000 ng g* (for PCBs) (Table IV). At the highest concentration level, results
obtained were satisfactory for all compounds (recoveries between 78-107%), with
coefficients of variation (CV) lower than 18%. However, at medium (500 ng g*)
and low (50 ng g™) spiking levels some quantification problems arised for several
PCBs. Thus, recoveries for PCBs 118 to 180, when calculated at these levels, were
lower than 70%, athough always above 50%. Additionally, at the lowest spiking
level of 50 ng g”, the recoveries for some compounds could not be properly
calculated due to the high concentrations found in the blank. This was the case of 3-
HCH, p,p’-DDT, PCB 138 and PCB 180. For some other compounds, as HCB, p,p’-
DDE and PCB 153, which were also present at high concentrations in the blank
(616, 1479 and 46 ng g, respectively), we calculated recoveries at the lowest level
by spiking samples with the corresponded labelled compounds, obtaining
satisfactory values (from 95-102%) in all cases (see Table V).
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Table V. Recoveries (n=5) and precision after application of the overall analytical
procedure to human adipose tissue spiked at three concentration levels.
Concentrations expressed in ng g™

Compound  blank  added Rec % LOD (ngg’) LOQ (ngg)

HCB 616 (12) 2000 93 (4) 3 10°
500 97 (13)
50 101(8)?

B-HCH 461 (14) 2000 121 (2) 3 13°
500 82 (7)
50 *

pp-DDE 1497 (12) 2000 107 (1) 12 4
500 103 (13)
50 102 (2)

p,p’-DDD 4(12) 2000 102 (17) 3 9
500 98 (13)
50 110 (3)

p,p’-DDT 92(5 2000 78 (3) 25° 70°
500 82 (11)
50 *

PCB 28 _ 1000 83 (5) 05 1
500 102 (14)
50 117 (13)

PCB 52 _ 1000 84 (6) 05 3
500 86 (10)
50 106 (9)

PCB 101 10(9) 1000 94 (16) 2 6
500 73(10)
50 84 (7)

PCB 118 24(7) 1000 100 (4) 54 16°
500 60 (12)
50 67 (13)

PCB 138 74(15) 1000 97 (5) 0.8 4
500 55 (19)
50 *

PCB 153 46(2) 1000 93 (17) 52 15°
500 63 (12)
50 95(3)?

PCB 180 50(12) 1000 89 (2) 1 4
500 50 (13)
50 *

* not calculated due to the high analyte concentrations detected in blank

2 values obtained from the “blank” adipose tissue sample spiked with the corresponding
|abelled compound

| OD and LOQ estimated from sample number 3

¢ LOD and LOQ estimated from sample number 6

4LOD and LOQ estimated from sample number 9
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Selectivity of the method was ensured by the use of GC-MS/MSS, and isolating
adequate parent ion for each compound (see Table I1) in order to avoid fase
positives.

Calculation of limits of detection (LOD) was problematic due to the presence
of analytes in the blank. As a general rule, the LOD was obtained when the signal
was three times the background noise in the chromatogram at the lowest analyte
concentration assayed. When the labelled compound was available (HCB, p,p’-
DDE, PCB 153), LOD were calculated from the chromatograms (using extracted ion
chromatogram) of the sample spiked with their corresponding labelled standards. As
it can be seen in Table 1V, LODs were estimated between 1 and 5 ng g™ for the
three deuterated compounds. As an example, Figure 2 shows the extracted ion GC-
MS/MS chromatogram of the pool “blank” tissue sample spiked at 50 ng g™ with the
three labelled standards.

14

13 15

sl v v b b b s bvans B |

. HL__LM . it

LI L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L

5 10 15 20 5

Time (min) 2

Figure 2. Extracted ion GC-MSMS chromatogram corresponding to adipose
tissue spiked at 50 ng g* with labelled internal standards. (13) *Cs HCB,
(14) Dg p,p’-DDE, (15) **Cy, PCB 153 (See Table IV for m/z used).
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LODsfor PCB 28 and 52 were calculated from the blank sample spiked at 50
ng g, as they were not detected in the pool used as a blank.

90

70

50

sy b b berva b bvana el

30

—

103 4

TTT T T T[T T T T [T T T[T T[T T[T T T[T T I T[T T T[T T T T[T T T[T T T T[T T T T[T I T T [TTTT[TTITT

5 10 15 20 25 Time(min)

90 10

70
12

al
o

11

w
o

sl bve v b b beeva v b bl

=
o

IR R R R A N NN RN R

5 10 15 20 25 Time(min)

Figure3. Extracted ion GC-MS/MS chromatogram corresponding to the “ blank”
of adipose tissue sample. (1) HCB, (2) SHCH, (3) p,p’-DDE, (4) p,p'-DDD,
(5) p,p’-DDT, (8) PCB 101, (9) PCB 118, (10) PCB 138, (11) PCB 153, (12) PCB
180 (See Table IV for m/z used).
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For the rest of the compounds studied, LODs were estimated from
chromatograms corresponding to the pool of tissue sample used as a blank (Figure
3) (“blank” sample: p,p’-DDD, 4 ng g*; PCB 101, 10 ng g™; PCB 138, 74 ng g™
PCB 180, 50 ng g) or aternatively with the measured samples that contained the
lowest analyte concentrations (sample 3: B-HCH, 19 ng g*; sample 6: p,p’-DDT, 50
ng g*; sample 9: PCB 118, 10 ng g). As it can be seen in Table |V, experimental
LOD for al compounds studied in this paper were in the range of 0.5-5 ng g™,
except for p,p’ -DDT (25 ng g™).

Table 1V aso shows the limits of quantification (LOQ) obtained when the
signal was ten times the background noise in the chromatogram at the lowest analyte
concentration assayed. They were calculated using the same chromatograms that
those used for calculation of LODs.

Application of the developed procedure to human adipose tissue samples

The method developed in this paper was applied to the analysis of 11 human
adipose tissue samples (Table V). Although the low number of samples analyzed
did not alow us to reach definitive conclusion on possible relationships between
pesticides detected and characteristics of patients, e.g. as the presence of cancerous
process or professional activity, several interesting data can be pointed out. Thus,
the compounds HCB and p,p’-DDE were present in al the samples analyzed. As
expected, p,p’-DDE reached the highest concentration values in al samples, except
for sample 11, with values around or above 1 pg g in most of samples. Such levels
of p,p’-DDE residues in human adipose tissue are not considered unusually high and
are comparable to those found in the literature [18, 19, 25, 26]. p,p’-DDT was
detected in 5 samples and p,p’-DDD in only 3 samples. The high proportions of
p,p’ -DDE relative to the other DDTs could be consistent with a relatively long
period since widespread use of this compound ceased.

B-HCH, considered to be the most persistent and bioaccumulative of HCH

isomers, was detected in 9 samples at relatively high concentrations, as most of them
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contained more than 200 ng g*. The reason could be related with the fact that the
excretion of the 3 isomer from the human body takes five times longer than for other
HCH isomers, and that the B-HCH ability to accumulate in tissue fat is from 10 to
30 times stronger for other isomers [16]. The amount reported for this compound in
human and animal tissue from different regions of the world is usually in the same

range of concentrations than those found in this paper [6, 15, 22, 25].

As regards PCBs, the congeners 138, 153 and 180 were found in al samples
in the range of 97-487, 46-215 and 82-496 ng mL™, respectively. This fact is in
agreement with the literature as the higher chlorinated PCBs congeners (usually
penta-, hexa- and heptachlorobyphenyls) are the most frequently detected in
biological samples[3, 6, 20]. PCB 28 was only found in one sample (number 6) at a

low concentration level (5 ng g*) and PCB 52 was not identified in any sample.

As an example, Figures 4 and 5 show the extracted ion GC-MSMS
chromatograms obtained for the determination of OC pesticides in adipose tissue
sample number 1, and for the determination of PCBs in sample number 5,

respectively.
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Table VI. Compounds detected in human adipose tissue samples. Concentrations expressed asng g™ in fresh tissue.

HCB
B-HCH
p,p’-DDE
p,p’-DDD
p,p’-DDT

PCB 28

PCB 52

PCB 101
PCB 118
PCB 138
PCB 153
PCB 180

Sample number

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
425 120 26 467 100 345 234 1273 501 54 52
250 53 19 349 133 240 933 621 319  _ B
2160 1293 968 1107 1414 867 1831 3945 543 267 121

82 B 32 d 119 B B
103 d d 216 _ d d 130 B B
_ _ _ _ S _ _ _ _ _

16 B B 3 17 d d

54 19 18 34 48 d d
33 357 179 110 487 103 97 324 138 181 125
120 119 81 46 215 68 56 175 75 01 64
284 377 186 82 49 94 91 262 137 188 180

d detected at a concentration level between LOD and LOQ
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Figure 4. Extracted ion GC-MS/M S chromatogram of the adipose tissue sample 1.
(2) HCB, (2) FHCH, (3) p,p’-DDE, (4) p,p’-DDD, (5) p,p’-DDT. (See Table 1V for nVz used).
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Figure 5. Extracted ion GC-MS/M S chromatogram of the adipose tissue sample 5.
(8) PCB 101, (9) PCB 118, (10) PCB 138, (11) PCB 153, (12) PCB 180. (See Table 1V for m/z used).
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Conclusions

In this paper we propose a multiresidue method for the determination of
organochlorines in human adipose tissue samples, which is based on the normal
phase LC clean-up of fatty extracts prior to the GC-MS/MS determination of
analytes. The LC procedure applied in the cleanup step allows the subsequent GC
determination of HCB, HCHs, DDTs and PCBs in an unique fraction of 2 mL. The
clean-up procedure can be completely automated and is highly efficient for the
elimination of fats, in such a way that the LC fraction can be directly analysed by
GC with only an additional step of pre-concentration. The application of GC-
MS/MS enables the unequivocal confirmation of the analytes in real samples where
interfering peaks are often present in the chromatograms. The overall analytical
procedure developed alows the rapid, accurate and sensitive determination of 12

organochlorine compounds with limits of detection in the range of 0.5-5 ng g™.

Several samples of abdominal tissue were analyzed, and some compounds
(HCB, p,p’-DDE, PCB 138, PCB 153 and PCB 180) were detected in al the
samples. The highest concentrations levels corresponded to p,p’-DDE and HCB,
which reached maximum values of 4 ug g™* and 1.3 ug g™, respectively. As regards
PCBs, the congeners 138, 153 and 180 were the most abundant reaching

concentrations up to 0.5 pug g in some samples
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* Se han desarrollado dos procedimientos multiresiduales sencillos para la
determinacion de 10 OPs y 18 OCs en muestras humanas de suero y orina,
mediante GC-NPD y GC-ECD. Uno de €llos est4 basado en LLME usando
diclorometano como disolvente, mientras que € otro se basa en la extraccion
con cartuchos SPE tipo Cye. La introduccion de un divisor de flujo en la
columna capilar del sistema cromatogréfico (GC provisto de dos detectores
ECD y NPD) permite obtener sefiales simultdneas en ambos detectores, 1o cual
supone una reducciéon del nimero de inyecciones a readlizar, ademas de una
informacién més completa sobre la posible presencia de plaguicidas en una
muestra. Estos procedimientos, en especia los desarrollados para muestras de
suero, pueden resultar apropiados para detectar |a presencia de plaguicidas OCs

en programas de control.

* Laaplicacion del procedimiento basado en SPE a muestras de fluidos biol 6gicos
resulta més adecuada para la determinacién de plaguicidas que la LLME. El
procedimiento de SPE es mas rpido, evita la formacion de las emulsiones,
frecuentes en la técnica de extraccion con disolventes organicos, y permite la
obtencion de extractos mas limpios. Sin embargo, los limites de deteccion
obtenidos son, en muchos casos, insuficientes para € control biolégico de la
poblacién en general, aunque si resultan adecuados para la determinacién de

altos niveles de contaminantes en poblacion expuesta.

* La edstabilidad de los plaguicidas OPs en suero (aproximadamente 7 dias) es
mayor que en orina (3 dias). En cuanto a los plaguicidas OCs, se mantienen

estables en suero durante todo € periodo de tiempo estudiado (1 mes).

* El uso de la técnica SPME para e andlisis de fluidos biolgicos permite
simplificar notablemente e tratamiento de muestra en comparacién con las
técnicas tradicionales, lo cual supone una reduccion del tiempo de andlisis, asi

como unamenor manipulacion de la muestra.
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» Atendiendo ala complejidad de las muestras investigadas en e presente trabajo,
y alaimportancia de la confirmacion inequivoca de los tdxicos presentes en
las muestras reales, se han desarrollado métodos cromatogréficos basados en
GC-MS y GC-MS/MS para la determinacion de los plaguicidas OPs y
compuestos OCs. La incorporacién de estas técnicas de deteccidn conlleva un
aumento de la selectividad y sensibilidad, parametros indispensables para €l
control biologico de la poblacion. Ademés, proporcionan una valiosa
infformacion estructura permitiendo la confirmacion inequivoca de los
compuestos detectados, en especia la técnica de espectrometria de masas en

tdndem mediante & procedimiento de fragmentacion de las masas.

* Sehallevado a cabo la determinacion de plaguicidas OCsy OPs en muestras de
orina'y suero mediante SPME seguida de GC-ECD y GC-FPD. La inmersion
directade lafibra (PDMS) requiere que las muestras sean diluidas con agua (50
veces en e caso ddl suero, y 10 veces en la oring) con € fin de aumentar la
eficacia de la extraccion, y a mismo tiempo para proteger la fibra de los
componentes de la matriz. La cuantificacion se puede llevar a cabo mediante
calibrado con patrones acuosos externos, requiriéndose € uso de patrones
internos/surrogates. Los limites de deteccion obtenidos en suero (3-10 ng mi™
para OCs y 1-5 ng ml™ para OPs) y en orina (0.1-0.5 ng ml™ para OPs)
permiten su aplicacion principalmente a poblacion expuesta. La determinacion

de plaguicidas OCs en orina mediante SPME no ha sido del todo satisfactoria.

* La aplicacion de la técnica SPME en espacio de cabeza (HS-SPME) ha
permitido la determinacion de los plaguicidas OCs y OPs mas vol&tiles en
muestras de suero y sangre, usando GC-MSy GC-MSMS para la medida. Para
la correcta cuantificacion se requiere un calibrado en matriz y e uso de
patrones internos/surrogates marcados isotopicamente. A diferencia de los
procedimientos desarrollados por SPME en modo inmersién directa, en los que
se requiere la diluciéon previa de las muestras, la modalidad de espacio de
cabeza permite obtener precisiones satisfactorias y bajos limites de deteccion
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(0.05-5 ng ml™* para suero y 0.02-0.7 ng mi™ para sangre total), muy adecuados

para el control, tanto de poblacién expuesta como de no expuesta.

* Se han llevado a cabo diversos andlisis de muestras reales de orina, suero y
sangre total de agricultores y de poblacion supuestamente no expuesta a
plaguicidas. Se han aplicado los procedimientos desarrollados de SPE, SPME
en inmersion directay HS-SPME, y en todos los casos se han confirmado los
resultados mediante GC-MS 0 GC-MS/MS. La deteccién ocasiona de algunos
plaguicidas OPs (clorpirifos y fosalone) y, més frecuentemente de compuestos
OCs (HCB, #HCH, p,p'-DDE, p,p’-DDD, p,p’-DDT y, en agunos casos,
endosulfan o0 sus metabolitos) demuestra la eficacia de los métodos

investigados, asi como la exposicion general de la poblacion a plaguicidas.

e Las muestras de tgiido adiposo humano constituyen una matriz bioldgica
bastante problemética en cuanto a andlisis de plaguicidas. Su eevado
contenido en lipidos (aproximadamente un 84%) vy los diferentes rangos de
polaridad de éstos dificultan notablemente la etapa de purificacién de los
extractos, especialmente cuando se deben determinar analitos de diferentes
polaridades, como ocurre en €l caso del endosulfan y sus distintos metabolitos.
Tradicionalmente, se ha utilizado e &cido sulfdrico concentrado para la
eliminacion de los lipidos en e andlisis de OCs. Frente a este sistema de
purificacion, e uso de la técnica HPLC en fase normal (columnas de Silicagel)
Se muestra como una alternativa muy adecuada, tal como se comprueba en la
presente Memoria. En cualquier caso, en este tipo de muestras grasas resulta
necesaria la aplicacion de procedimientos de purificacion de elevada eficacia

que permitan la determinacion posterior por cromatogafia de gases.

* Se han desarrollado procedimientos automatizados para la purificacion de
muestras de tegjido adiposo humano mediante HPLC en fase normal, con
columnas de Silicagel, para la determinacién de uno de los pocos plaguicidas
organoclorados que todavia se sigue usando en la agricultura, el endosulfan. Se

ha investigado e propio plaguicida (a- y [-endosulfan), asi como sus
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principales metabolitos (-éter, -sulfato, —lactona y -alcohol). La determinacién
final se ha llevado a cabo mediante GC-ECD y/o GC-MS. El amplio rango de
polaridad de los lipidos presentes en la matriz, asi como de los compuestos
estudiados ha impedido proponer un Unico procedimiento de purificacion para
todos €ellos, siendo necesaria la aplicacion de, a menos, dos procedimientos
distintos: uno para el compuesto mas apolar (a-endosulfan) y otro para € resto

de compuestos més polares (3-endosulfan y metabolitos).

» El procedimiento de purificacion HPLC desarrollado para a-endosulfan también
permite la determinacién de otros plaguicidas OCs y PCBs en la misma
fraccion. El procedimiento analitico global basado en la medida fina de la
correspondiente fraccion de HPLC mediante GC-MS/MS permite un andisis
rapido, eficiente y sensible de todos los analitos investigados con limites de

deteccion en el rango de 0.5-5ng g

» Los procedimientos de purificacion por HPLC desarrollados permiten obtener
los plaguicidas y sus metabolitos en fracciones libres de grasa, o con un
contenido menor de 300 g en fracciones de 1 ml. De este modo, la cantidad
méxima de grasa inyectada en GC (2 pl inyeccion) es siempre menor de 600 ng
(la méxima carga de grasa recomendada para columnas de gases capilares).
Esto hace posible la inyeccion directa de las fracciones HPLC en el
cromatogréfo de gases. El uso de HPLC como técnica de purificacion presenta
las siguientes ventgjas: poca manipulacion de muestra, corto tiempo de
purificacion, ata eficacia en la eliminacién de los lipidos, alto grado de
automatizacion, no destruye algunos analitos, a diferencia del acido sulfarico
concentrado, y es Util para distintos rangos de polaridades. Ademés de todas las
ventajas citadas, la aplicacion de la purificacién por HPLC permite un control
on-line de la grasa que eluye en las distintas fracciones si se usa un detector de

barrido de diodos.
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* Laaplicacion de los procedimientos desarrollados a andlisis de muestras reales
de tgiido adiposo, ha permitido la determinacion de dos metabolitos de
endosulfan (-éter y —sulfato) a unos niveles de concentracion en € rango de
5-27 ng g. Asimismo, se han encontrado diversos insecticidas OCs 'y PCBs,
algunos de €ellos en elevados niveles de concentracién (especiamente, HCB,
p,p'-DDE y FHCH, asi como los PCBs 138, 153 y 180). Estos resultados se
encuentran en consonancia con otros datos publicados, y evidencian la ata

capacidad de acumulacion de este tipo de compuestos en tejidos grasos.
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Two simple multireside procedures have been developed for the determination
of 10 OPs and 18 OC pesticides in human serum and urine samples, using GC-
NPD and GC-ECD. One of them is based on LLME using dichlorometane, and
the other one is based on SPE using Cyg cartridges. The introduction of a flow
splitter into the capillary column of the chromatographic system (GC with two
detectors ECD and NPD) alows obtaining simultaneous signals in both
detectors. This reduces the number of the injections gives more information
about the pesticides detected in a sample. These procedures are suitable to

detect OC pesticides in monitoring programs.

The application of the SPE procedure for the analysis of biological fluid samples
leads to several advantages over the LLME procedure. The SPE procedure is
faster, avoids the formation of emulsions, which are very frequent in the
extraction with organic solvents, and allows obtaining cleaner extracts.
However, the limits of detection can be insufficient for monitoring pesticidesin
the general population, although they are appropriate for analysis of the higher
levels encountered in the exposed population.

The stability of the OPs pesticides in serum (approximately 7 days) is higher
than in urine (3 days). In the case of OC pesticides, they remain stable in serum
during the entire period studied (1 month).

The use of the SPME technique for the analysis of biological fluids allows a
higher reduction of sample trestment in comparison to the traditional
techniques. As a consequence, the analysis time and the sample manipulation
aresimplified.

Chromatographic methods based on GC-MS and GC-MSMS have been
developed for the determination of OPs and OC pesticides due to their inherent
advantages and the unequivocal confirmation of the contaminants detected in
real samples. The use of these detection techniques allows the increase of the

sensitivity and the selectivity, very important parameters for the biological
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monitoring in general population. In addition, these techniques give a valuable
structura information to confirm the identity of the compounds, especidly in
the case of the use of tandem mass spectrometry by means of the mass

fragmentation procedure

* The determination of OC and OPs pesticides in urine and serum samples has
been carried out by means of SPME before the GC-ECD and GC-FPD
measurement. The direct immersion of the fibre (PDMYS) requires the dilution
of samples with water (50-fold for serum and 10-fold for urine) in order to
improve the extraction efficiency and to protect the fibre from the matrix
components. Quantitation can be performed by external standards prepared in
ditilled water, but the use of internal standards/surrogates is required. The
limits of detection obtained in serum (3-10 ng mi™, for OCs, and 1-5 ng ml™, for
OPs) and in urine (0.1-0.5 g ml™ for OPs) alow its major application in
samples from exposed population. However, the results obtained for the
determination of OC pesticides in urine samples by means of SPME have not

been satisfactory.

» The application of headspace SPME (HS-SPME) alowed the determination of
the most volatile OPs and OC pesticides in serum and blood samples by means
of GC-MS and GC-MS/MS. The use of calibration curves prepared in the same
matrix and isotopically labelled surrogates/internal standards are required to
obtain a correct quantitation. HS-SPME procedures led to satisfactory
precisions and lower limits of detection (0.05-5 ng mi™ for serum and 0.02-0.7
ng mi™ for whole blood) than the direct immersion procedures in which the
dilution of the sample is compulsory. The results obtained for the HS-SPME
procedures are adequate for the biological monitoring of the exposed and non-

exposed population.

» Analyses of rea urine, serum and blood samples from agricultural workers and
supposed non-exposed population have been carried out. SPE, direct immersion
SPME and HS-SPME procedures have been applied, and the detections were
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aways confirmed by GC-MS or GC-MSMS. Occasionaly, some OPs
pesticides (chlorpyrifos and phosalone) have been detected and, more
frequently, OC compounds (HCB, #HCH, p,p’-DDE, p,p'-DDD, p,p'-DDT
and, occasionally, endosulfan or its metabolites). This fact demonstrates the
efficiency of the investigated methods and the exposure of general population
to pesticides.

The determination of pesticides in human adipose tissue samples is problematic.

The high level of lipids contained in this type of matrix (approximately 84%)
and the different polarity of this lipid composition make difficult the cleanup
step, especialy in the determination of analytes with a wide range of polarity,
like as endosulfan and its metabolites. Although, the treatment with
concentrated sulphuric acid has been traditionaly used to separate OC
compounds from lipids, normal phase HPLC (Silicagel columns) appears as an
adequate cleanup approach, as it can be seen in this Thesis. Anyway, the
analysis of these type of fatty samples needs the application of efficient cleanup
procedures, before the GC determination.

Automated cleanup procedures by means of normal phase HPLC, using
Silicagel columns, have been developed for the determination of endosulfan, an
OC insecticide still used nowadays in agricultural activities, in human adipose
tissue. The pesticide endosulfan (-a and -£) and its main metabolites (-ether,
-sulfate, -lactone and -alcohol) have been investigated. The final determination
has carried out by means of GC-ECD and/or GC-MS. Due to the wide range of
polarity of lipids contained in the matrix and the analytes studied, it is not
feasible to apply an only cleanup procedure to determine all the compounds.
Two different procedures were required, one for the less polar compound
(a-endosulfan) and another one for the rest of more polar compounds

(B-endosulfan and metabolites).
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The HPLC cleanup procedure developed for a-endosulfan also alowed the
determination of other OC pesticides and PCBs collected in the same HPLC
fraction. The whole analytical procedure, including the final determination of
the corresponding HPL C fraction by means of GC-MS/MS, alows abtaining a
rapid, efficient and sensible analysis with limits of detection in the range of 0.5-
5ngg™.

The cleanup procedures developed by HPLC alowed the elution of pesticides
and their metabolites in fractions free of fat or with amounts lower than 300 pg
in 1-ml fractions. Thus, the maximum amount of fat injected in the GC (2 pl
injection) is aways lower than 600 ng (the maximum amount of fat
recommended for capillary gas columns). For this reason, the HPLC fractions
can be injected directly into the gas chromatograph. The advantages of using
HPLC as a cleanup technique are the following: little sample manipulation,
short cleanup time, high efficiency in the elimination of lipids, high automation
degree, no destruction of analytes, as happens often when using concentrated
sulphuric acid, and it is useful for a wide range of polarities. In addition, the
application of cleanup procedures by HPLC allows the on-line monitoring of

fats elution using adiode array detector.

The application of the developed procedures for the anaysis of real adipose
tissue samples led to the determination of two endosulfan metabolites (-ether
and -sulfate) at concentration levels in the range of 5-27 ng g*. Other OC
insecticides and PCBs have been aso detected, some of them at high
concentrations levels (especially, HCB, p,p’-DDE, and #HCH, and PCBs 138,
153 and 180). These results are in agreement with other data published, and
demonstrate the high capacity of OC compounds to be accumulated in these
kind of fatty samples.
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Sugerencias

La redlizacion de la presente Tesis Doctora ha permitido adquirir la

experiencia necesaria para avanzar en esta linea de investigacion, con € fin de

completar y ampliar la metodologia anditica desarrollada o disefiar nuevas

experiencias de andlisis. A continuacion, se presentan algunas sugerencias sobre

posibles actuaciones futuras.

Desarrollo de un método multiresidual parala determinacién de plaguicidas OPs
y OCs basado en SPE y posterior medida mediante GC-MSMS. De este modo,
se intentard mejorar la sensibilidad y selectividad del método, disminuyendo €l
ruido de fondo de los cromatogramas asi como los limites de deteccidn, en

relacion con el método desarrollado en la presente Memoaria.

Desarrollo de metodologia analitica para la determinacion de diversos
plaguicidas en muestras de suero, que incluya una etapa de purificacion

mediante HPL C en fase normal.

Ampliacién de esta linea de investigacién, basada en € uso de cromatografia de
gases capilar, a estudio de metabolitos, especialmente en muestras de orina. Se
estudiarian tanto los metabolitos especificos como los mas generales
(alquilfosfatos), aplicando técnicas de extraccion, tales como SPE o SPME, y
deteccion mediante GC. Para esto Ultimo, se requerira una etapa adicional de
derivatizacion.

Ampliacion de la técnica SPME a la determinacion de PCBs en muestras de

suero y sangre total.

Continuacion del andlisis de muestras reales, tanto de orina, suero, sangre como
de tgjido adiposo humano. Control bioldgico periddico de trabajadores
expuestos y de poblacién no expuesta, analizando un mayor nimero de
muestras, con €l fin de obtener més datos sobre la presencia de plaguicidas y de
metabolitos en la poblacion agricola, y poder evaluar |os resultados obtenidos.
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