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EDITORIAL

Queridos socios de la SECYTA,

Transcurrido mas de un ano desde el inicio de esta pandemia que ha afectado al planeta, comenzamos a tener las
esperanzas puestas en el proximo curso académico, y en el regreso a la ansiada normalidad, una vez que la pobla-
cion esté vacunada y que se alcance la inmunidad colectiva. Sofiamos con volver a nuestras actividades cotidianas
y a disfrutar de las grandes y pequefias cosas que hemos dejado de hacer o que hemos modificado debido a los
criterios de precaucion y a la distancia social que tanto han modificado nuestras vidas. Es en esta situacion en la
gue la sociedad ha podido ser consciente del papel que desempena la ciencia en el bienestar social. Como ha se-
fialado el Director de la Comision Europea, Jean-Eric Paquet “la pandemia ha demostrado que la investigacion, la
ciencia y la innovacién ofrecen soluciones”. Es evidente que la recuperacion hacia la que tenemos gue avanzar pasa
por una mayor inversion en ciencia y tecnologia, y que la llegada de un virus de estas caracteristicas ha puesto de
manifiesto que es necesario un incremento del presupuesto destinado a [+D+i, ademas de incidir en la necesidad
del Pacto por la Ciencia y la Innovacién, presentado en marzo de este afio por el ministro de Ciencia e Innovacion,
Pedro Duque, y suscrito por mas de 60 entidades espanolas. Este pacto refleja el acuerdo de la sociedad civil sobre
el papel de la ciencia y la innovaciéon en Espafia y contempla una serie de compromisos concretos en cuanto a re-
cursos, personal y organizacion del sistema, principalmente para incrementar de forma sostenible la inversion pu-
blica en [+D+l. Esta claro que la sociedad esta concienciada de los beneficios de la ciencia y la innovacién, y es
evidente la necesidad de un aumento en el presupuesto destinado a investigacion cientifica que mejore la financia-
cion de la investigacion basica de calidad y también los incentivos a la transferencia de conocimiento.

En este panorama en el que nos encontramos, y después de mas de un afio dificil, en el que hemos visto afectada
nuestra actividad, hemos de ser mas conscientes de nuestra labor y de como incide en la sociedad, tanto en el
aspecto relacionado con nuestras contribuciones cientificas, como en la importante mision que realizamos de for-
mar a jovenes investigadores que son nuestro futuro. En este sentido, y sobre todo en relaciéon con esos jovenes
gue siempre han tenido un papel fundamental para la SECYTA, es por lo que en la Junta de Gobierno pensamos
gue no podiamos dejar pasar el afio 2021 sin organizar una reunién cientifica, aunque fuese de manera virtual.
Creemos que necesitamos volver a reunirnos (aunque sea de otro modo), dar a conocer el trabajo que se ha rea-
lizado en este tiempo y, sobre todo, ofrecer a los jévenes socios la oportunidad de presentar sus trabajos y de
aprender de otros investigadores. Nos hemos enfrentado a la aplicacion de tecnologias digitales para solventar los
problemas asociados al confinamiento y al distanciamiento social, de modo que, aungue no sea éste el espiritu de
nuestra reuniones, y aunque nos falten esos actos sociales que tanto cuidan los organizadores locales y tanto
apreciamos y disfrutamos los socios, con la experiencia acumulada pensamos que la XX Reunion Cientifica de la
SECYTA (492 Reunion del Grupo de Cromatografia y Técnicas Afines) que tendra lugar de modo virtual los dias 18
y 19 de Noviembre de 2021, puede ser un buen modo de retomar el contacto, por lo que esperamos vuestras
contribuciones y nos gustaria contar con el apoyo de las empresas colaboradoras, que son tan relevantes para
nuestra sociedad.

Queremos recordaros que la SECyTA continla apoyando a los socios jévenes con la concesion de ayudas a la par-
ticipaciéon en congresos patrocinados, y que seguird apoyando su participaciéon en nuestra reunién, incluyendo la
convocatoria de los Premios José Antonio Garcia Dominguez para sus comunicaciones, como en anteriores edicio-
nes. Ademas, seguimos insistiendo en la participacion en este Boletin, mediante el envio de los resimenes de
Tesis Doctorales o articulos y revisiones sobre las diversas lineas de investigacion.

Para finalizar, quiero desearos en mi nombre y en el de la Junta de Gobierno unas felices vacaciones y un buen y
merecido descanso en este verano y, desde aqui, os animo a participar en la proxima reuniéon SECyTA 2021 — edi-
cion virtual, que quedara en nuestra historia como testimonio de la situacidon mundial que nos ha tocado vivir, pero
gue queremos afrontar con ilusién, intentando preparar un programa cientifico interesante y atractivo, especial-
mente para nuestros socios mas jovenes y en el que tengan cabida conferenciantes que nos expongan temas de
actualidad, ademas de vuestras contribuciones, y en el que participen las casas comerciales mostrando los ultimos
avances en instrumentacion. Estoy convencida de que entre todos haremos posible que la reunién sea un éxito.

ANA M. Garcia CAMPANA
Presidenta de SECYTA
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RESUMEN

La cromatografia y su acoplamiento a técnicas como
la espectrometria de masas generan una gran canti-
dad de datos que son dificiles de procesar. Para solu-
cionar este problema, se han desarrollado diferentes
programas informaticos basados en los algoritmos de
aprendizaje automatico. Esta revisién aporta una vi-
sién general de todas las aplicaciones publicadas has-
ta la fecha del aprendizaje automatico en el trata-
miento de datos cromatograficos, utilizando para ello
distintas herramientas del propio aprendizaje automa-
tico para llevar a cabo la revision de manera sistema-
tica. Como principales tendencias en investigacion
dentro de este campo se han evidenciado aquéllas
relacionadas con el andlisis de compuestos volatiles, el
desarrollo de nuevos métodos de analisis, la predic-
cion de propiedades cromatograficas y el analisis de
perfiles metabolémicos y protedmicos. Ademas, se
presentan algunas aplicaciones méas especificas de
este tipo de modelos para la interpretacién de espec-
tros de masas, que facilitan el descubrimiento de nue-
vas relaciones estructura-actividad para compuestos
funcionales.

Palabras clave: aprendizaje automatico, tratamiento
de datos, revision sistematica, sintesis de la evidencia,
espectrometria de masas in silico.

1. INTRODUCCION

Los ultimos avances realizados en cromatografia y su
acoplamiento a otras técnicas como la espectrometria
de masas han potenciado la investigacién en campos
de gran relevancia en la actualidad, como la metabo-
l6mica, llegando a convertirse en la metodologia de
referencia para la identificacién y la caracterizacion

estructural de metabolitos y moléculas pequefias de
interés bioldgico (Yiy col., 2016). Sin embargo, estas
técnicas generan grandes volumenes de datos muy
complejos que, a menudo, son dificiles de interpretar
para extraer la informacién quimica de interés (Boc-
card y Rudaz, 2014, Yiy col., 2016). Ademas, la iden-
tificacion de compuestos desconocidos es uno de los
principales cuellos de botella en este tipo de analisis.
Por tanto, se han desarrollado diferentes herramientas
computacionales para procesar datos cromatograficos
y espectros de masas, asi como para asistir a la eluci-
dacién estructural de compuestos y facilitar la compa-
racion de distintas muestras en funcién de sus perfiles
analiticos (Behkami y col., 2019; Jiménez-Carvelo y
col., 2019).

Dentro de los programas informaéticos que se han
utilizado para asistir al andlisis instrumental, destaca
el aprendizaje automatico (machine learning), que
comprende diferentes familias de algoritmos disefa-
dos para realizar predicciones con gran exactitud y
reproducibilidad (Mohriy col., 2018). Estos algoritmos
constan de una serie de pardmetros que es preciso
optimizar a través de un proceso que se conoce COMo
aprendizaje, en el cual el programa trata de inferir las
relaciones matematicas existentes en una serie de da-
tos experimentales. Una vez se establecen estas rela-
ciones mediante funciones matematicas, los algorit-
mos pueden utilizarse para predecir las propiedades
de un nuevo conjunto de datos, de tal manera que
sus resultados son extrapolables a otras muestras de
naturaleza similar (Alpaydin, 2014). La mayoria de
modelos de aprendizaje automatico empleados en el
campo de la quimica analitica se pueden dividir en
supervisados, donde se posee informacién a priori de
la estructura de los datos con los que se quiere entre-
nar el modelo (por ejemplo, muestras adulteradas y
sin adulterar o pertenecientes a pacientes con distin-
tas patologias), y no supervisados, donde el modelo
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establece similitudes y diferencias entre las muestras
sin necesidad de ninguna clase de informacion previa.

Como se ha explicado, la capacidad de estos mo-
delos informéticos para poder realizar predicciones
facilmente generalizables, asi como para facilitar el
manejo de grandes volumenes de datos, han poten-
ciado su uso en distintos campos relacionados con la
cromatografia y la espectrometria de masas, como las
técnicas émicas. Asi, algunos ejemplos de aplicacién
incluyen el descubrimiento de nuevos biomarcadores
(Rohart y col., 2017) o el establecimiento de relacio-
nes estructura-propiedad de distintas moléculas en
base a sus perfiles cromatograficos (Rojas y col., 2019;
Yu y col., 2019). Otros ejemplos relacionados con el
analisis de productos especificos incluyen la deteccién
rapida de adulteraciones y contaminantes de origen
microbiolégico en aceites (de Santana y col., 2019; Liu
y col., 2019a) y la determinacién de la calidad, el ori-
gen geogréfico y la autenticidad de ajo, café, fruta,
gueso, miel y té (Behkami y col., 2019; Jiménez-Car-
veloy col., 2019; Liuy col., 2019b; Xu y col., 2019).

Debido al amplio rango de aplicaciones posibles,
el objetivo de este trabajo es la realizacion de una
revision sistematica donde se aporte una visién gene-
ral de todos los articulos publicados hasta la fecha
donde los algoritmos de aprendizaje automatico se
hayan utilizado para asistir el andlisis cromatografico,
profundizando en los conceptos clave y en las distin-
tas lineas de investigacion dentro de este campo. Por
ultimo, se presentan algunas aplicaciones mas especi-
ficas del aprendizaje automatico en relacién a la elu-
cidacion estructural de compuestos a partir de espec-
tros de masas.

2. VISION GENERAL DEL AREA

En primer lugar, y con el fin de obtener una visién
general de las posibles aplicaciones del aprendizaje
automatico en el campo de la cromatografia, se reali-
z6 un estudio de los articulos mas influyentes en este
tema, considerando distintos pardmetros bibliografi-
cos como el analisis de co-citas, asi como la evolucién
de las principales palabras clave y temas dentro de
esta rama del conocimiento a lo largo del tiempo, uti-
lizando para ello la correspondiente terminologia in-
glesa (i.e. keywords y topics). Para ello, se utilizé la
herramienta informatica “PubTrends” desarrollada
por Nikiforovskaya y col. (2020), que permite la gene-
racion semi-automatica de revisiones bibliograficas.

El aprendizaje automatico (machine learning)

en el campo de la cromatografia: revision sistematica

de sus aplicaciones y andlisis de espectros

Este programa se basa a su vez en el propio aprendi-
zaje automatico para extraer y sintetizar informacién
relevante de la base de datos “PubMed”, siendo una
de las numerosas aplicaciones de este tipo de mode-
los computacionales que, no sélo contribuyen a me-
jorar la interpretacion de los datos experimentales,
sino que aportan una serie de ventajas adicionales a
la hora de realizar revisiones bibliograficas sistemati-
cas, como una mayor rapidez y reproducibilidad (Gra-
mes y col., 2019; van de Schoot y col., 2021). En el
caso concreto de la aplicacion “PubTrends”, se ha de-
sarrollado un servidor web que facilita su manejo (ht-
tps://pubtrends.net/), siendo accesible a la mayoria de
usuarios. Para este trabajo, se introdujeron los si-
guientes términos de busqueda en inglés: “machine
learning” y “chromatography”. Mediante esta bus-
gueda (realizada por Ultima vez con fecha 10/05/2021),
se encontraron un total de 186 articulos cientificos
influyentes en el area, pertenecientes a 5 principales
topics.

Toda la informacion bibliografica recopilada se
muestra en la Figura 1. Como se puede observar, las
primeras aplicaciones del aprendizaje automatico en
cromatografia comenzaron a publicarse en el afio
2005 (Figura 1a). Sin embargo, la mayoria de articu-
los influyentes se han publicado a partir del aflo 2018,
poniendo de manifiesto la actualidad del tema. A pe-
sar de ello, algunas de las primeras aplicaciones del
aprendizaje automatico descritas para identificar po-
sibles interacciones proteina-proteina en Saccharomy-
ces cerevisae (Krogan y col., 2006), asi como para dis-
criminar espectros de péptidos procedentes de
hidrolizados de S. cerevisae con tripsina (Kall y col.,
2007) a partir de datos de cromatografia de liquidos
acoplada a espectrometria de masas, superaron las
2000 y 1000 citas, respectivamente. Este elevado nu-
mero de citas subraya la importancia de esta metodo-
logia desde el momento de su incorporacion al anali-
sis de datos analiticos. El reciente incremento de la
actividad cientifica en este campo ha sido posible gra-
cias a los ultimos avances tecnolégicos en informatica,
gue han facilitado la implementacion de este tipo de
algoritmos en distintas areas del conocimiento como
la quimica, la biologia, el disefio de farmacos o la me-
dicina (Rodrigues, 2018; Rajkomar y col., 2019). Este
amplio rango de aplicaciones en disciplinas cientificas
diversas favorece un enfoque multidisciplinar de los
estudios, tal y como reflejan las principales palabras
clave generadas durante la busqueda (Figura 1b),
poniendo de manifiesto las relaciones existentes entre
el aprendizaje automatico y la cromatografia, y otras
técnicas analiticas como la espectrometria de masas,
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para determinar diferentes metabolitos y marcadores
bioquimicos, asi como para mejorar el diagnéstico de
distintas patologias. Dentro de todos los conceptos
clave mostrados, los términos que se repiten con mas
frecuencia se representan con un tamano de letra ma-
yor, encontrandose términos especificos relacionados
con la protedmica y la metabolémica, junto a otros
términos mas genéricos derivados del nombre de las
técnicas cromatograficas. Cabe destacar que la fre-
cuencia de todas aquellas palabras clave relacionadas
con la metabolémica y la practica clinica ha aumenta-
do notablemente en los Gltimos afos (Figura 1c),
mostrando una tendencia actual a integrar los Ultimos
avances en quimica analitica y ciencias de la compu-
taciéon en el ambito biosanitario, y diferenciandose asi
del resto de términos mas inespecificos que genera
automaticamente el programa “PubTrends” y no pre-
sentan una evoluciéon tan pronunciada.
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A partir de estas palabras clave, es posible obtener
una serie de topics que revelan las principales lineas
de investigacion dentro del campo y ordenarlas en
funcién del numero de articulos publicados dentro de
cada una de ellas: 1) Anélisis de compuestos volatiles
para el diagnéstico de pacientes, 2) desarrollo de nue-
vos métodos de analisis, 3) prediccion de los tiempos
de retencién de diferentes moléculas en cromatogra-
fia liquida, 4) andlisis de perfiles metabolémicos, y 5)
realizacion de estudios protedmicos. Todas estas li-
neas han experimentado un crecimiento muy pronun-
ciado a partir de los afos 2017-2018, con la excep-
cion de las aplicaciones del aprendizaje automatico en
la protedmica (Figura 1d), que han perdido cierto
interés en favor de su aplicacion en la metabolémica
y el desarrollo de nuevos métodos de analisis (Figura
1e). Esta tendencia aparece representada mediante
dos barras longitudinales a la izquierda de la Figu-
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publicados recientemente. b) Principales palabras clave asociadas a los estudios mas relevantes. ¢) Evolucion temporal del nu-
mero de articulos que contienen determinadas palabras clave. d) Evolucion temporal de las principales lineas de investigacion
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vantes a lo largo del tiempo considerando el tipo de articulo (trabajo original, ensayo clinico o revision).




ra 1e, correspondientes a la linea de investigacion en
protedmica (que ya estaba consolidada en el afio
2011) y a una serie de trabajos que no pertenecian a
ninguna linea de investigacion consolidada en 2011
(indicada mediante el término “not publised yet",
NPY). Como se puede observar, a partir de esta fecha
ha aumentado el numero de publicaciones mas espe-
cificas, pudiéndose agrupar en nuevas categorias dis-
tintas de la protedmica y dando lugar a las diferentes
lineas de investigacién descritas anteriormente. Las
bandas que conectan los distintos bloques represen-
tan el aumento en el porcentaje de publicaciones de
un determinado campo en detrimento de otro, siendo
el grosor de la banda directamente proporcional a la
magnitud de dicho porcentaje. Como se ha explicado,
alo largo de la tltima década se han potenciado otras
lineas de investigacién mas novedosas.

Por otra parte, y como era de esperar, la gran ma-
yorfa de las citas de los trabajos publicados correspon-
den a articulos experimentales (Figura 1f) donde se
describe el tratamiento de datos procedentes del ana-
lisis cromatogréfico de muestras biolégicas, habién-
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dose citado recientemente y de manera significativa
algunos ensayos clinicos donde el aprendizaje auto-
matico resulta de gran utilidad para elucidar perfiles
metabdlicos en base a distintos biomarcadores como
se ha explicado anteriormente (Figuras 1b-f). La Ta-
bla 1 recopila las principales revistas donde se han
publicado estos trabajos, pertenecientes a diversas
areas del conocimiento estrechamente relacionadas
con la quimica analitica, como la biologia computa-
cional, la bioquimica y la biologia molecular. De ma-
nera general, estas revistas pertenecen al primer cuar-
til de sus respectivas areas, destacando la elevada
diversidad de grupos editoriales implicados, lo que
pone de manifiesto el interés creciente de estas técni-
cas en un ambito general, sin necesidad de restringir-
se a unas ramas concretas.

Este estudio bibliométrico constituye la primera
evaluacion global de las principales aplicaciones de los
algoritmos de aprendizaje automatico en el analisis de
datos cromatograficos y pone de manifiesto el interés
y utilidad de combinar ambas técnicas en otras areas
menos abordadas hasta el momento.

Tabla 1. Listado de las 10 revistas donde se han publicado los articulos mas influyentes (en funciéon de sus indicadores bi-
bliométricos como el andlisis de co-citaciones) en el campo del aprendizaje automatico y la cromatografia. Los factores de
impacto de cada revista, correspondientes al afilo 2019 (el mas reciente del que se dispone), se han obtenido a partir del InCi-

tes Journal Citation Reports.

Nombre de la revista Grupo editorial Fado;é‘::ai 3£acgt:o(c2ig;li2,4:)uartil inflt\ll;ltcl;cnutlé)ss(n)
PloS one Public Library of Science ?A}jgéis(iizf)linary Sciences) 13
Analytical Chemistry American Chemical Society ?CZZSn{s?r; Analytical) 12
Bioinformatics Oxford University Press ?I\./?;tZe/rr?;tica/ & Computational Biology)* >
Molecular & Cellular Proteomics ﬁr:rée'(i/lcslzcsucl);iregoﬁgg?iochemistry ?B?oi%érglla I Research Methods) 5
Scientific Reports Nature Publishing Group ?I\./?uglfi(;is(i;)linary Sciences) >
Journal of Chromatography A Elsevier ?é?oi%érsila/ Research Methods)* 4
Metabolites MDPI ?éi?)chérSiitry & Molecular Biology) 4
Metabolomics Springer ?E:g;c/rfgglogy & Metabolism) ¢
Talanta Elsevier ?Cz_zrgn{sg; Analytical) 4
Journal of Proteome Research American Chemical Society ?é?olién%la/ Research Methods) 4

* En caso de que la revista pertenezca a distintas areas de conocimiento, se muestra el drea donde ocupa una posicién mas destacada.
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3. ESTUDIO PORMENORIZADO DE LOS
CONCEPTOS CLAVE

Para conocer con mayor profundidad cémo se re-
lacionan todos los conceptos descritos en el apartado
anterior y detallar las lineas de investigacion dentro
del area de interés (“aplicaciones del aprendizaje au-
tomatico en la cromatografia”), se realizé un segundo
analisis bibliométrico utilizando herramientas de pro-
gramacién mas avanzadas. De esta manera, se gene-
raron una serie de modelos utilizando diferentes libre-
rias de funciones (también denominadas bibliotecas o
modulos) del lenguaje de programacion R v3.6.2 (R
Core Team, 2019), especificas para el andlisis biblio-
grafico, que se detallan a continuacién. Una de las
ventajas de este tratamiento de datos adicional es que
permite procesar de manera masiva no sélo los articu-
los mas relevantes, sino toda la evidencia cientifica
publicada hasta la fecha en un campo concreto. Ade-
maés, no se limita a una Unica base de datos (PubMed
en el primer estudio) y permite descubrir relaciones
complejas entre conceptos y palabras clave de los ar-
ticulos, complementando la informaciéon generada
acerca de las principales lineas de investigacion o to-
pics descritas en el apartado anterior. En este sentido,
una de las principales limitaciones de la busqueda bi-
bliografica consiste en la dificultad de seleccionar los
términos adecuados para obtener toda la evidencia
cientifica generada sobre un determinado tema, ya
gue podrian no tenerse en cuenta determinadas pala-
bras clave utilizadas habitualmente en los trabajos,
dando lugar a busquedas incompletas y pérdida de
informacién. Una forma de solucionar este problema
consistirfa en la seleccién semiautomatica de palabras
clave mediante programas informaticos disefiados es-
pecificamente para abarcar todos los estudios realiza-
dos en un campo (Grames y col., 2019). A continua-
cién, se muestra un ejemplo del flujo de trabajo tipico.

En primer lugar, se realizé una busqueda avanza-
da en algunas de las principales bases de datos inclu-
yendo PubMed, Scopus, Web of Science y Google
Scholar. Para obtener la mayor cantidad de informa-
cion relevante, se utilizaron formatos booleanos para
cada busqueda, donde se combinan los términos de
la busqueda con distintos operadores como “OR” o
“AND" para afiadir y excluir otros términos, refinando
asi los resultados de la misma en funciéon del objetivo
del estudio. Teniendo en cuenta que en este trabajo
se pretende dar una visién global de todos los estu-
dios donde se aplica el aprendizaje automatico para
el anélisis y la interpretacién de datos cromatografi-
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cos, se buscaron todos los articulos que contienen los
términos “machine learning” y chromatography en
sus titulos, resimenes o palabras clave. Los términos
gue constaban de mas de una palabra (machine lear-
ning) se entrecomillaron y se utilizaron asteriscos (*)
para incluir en la busqueda la raiz del término chro-
matography (chromatograph*) y asi poder encontrar
otros adjetivos derivados. En la Figura 2 se muestra
un diagrama de todo el proceso de busqueda biblio-
grafica.

Cada base de datos requiere los siguientes forma-
tos de busqueda especificos:

¢ PubMed: (“machine learning”) AND (chroma-
tograph*)

e Scopus: TITLE-ABS-KEY(“machine learning”)
AND TITLE-ABS-KEY(chromatograph*)

¢ Web of Science: TI=("machine learning” AND
chromatograph*) OR AB=("machine learning”
AND chromatograph*) OR KP=("machine lear-
ning” AND chromatograph*)

* Google Scholar: (“machine learning”) AND
(chromatograph*)

Debido a que la interfaz de Google Scholar es ba-
sica y no permite descargar automaticamente los in-
dicadores bibliograficos de cada articulo, las busque-
das en esta base de datos se realizaron a través del
programa Publish or Perish 7 v7.29.3156 (Harzing,
2010), que dispone de funciones adicionales. Los re-
sultados de las busquedas en cada una de las cuatro
bases de datos se combinaron utilizando la libreria
revtools v0.4.1 (Westgate, 2019), dando lugar a un
total de 1499 trabajos publicados. Debido al gran vo-
lumen de archivos descargados, se eliminaron los ar-
ticulos duplicados filtrandolos por titulos y DOI gracias
a la libreria Synthesisr v0.3.0 (Westgate y Grames,
2020). Después, se extrajeron las palabras clave de los
articulos y se generaron nuevas palabras clave a partir
de los titulos y los resimenes de los articulos, consi-
derando aquellas palabras que estuviesen presentes
en al menos 30 articulos, mediante la libreria Litsear-
chr v1.0.0 (Grames y col., 2019), que implementa el
método “Rapid Automatic Keyword Extraction”
(RAKE). Esta libreria también se utilizé6 para generar
una red de correlacion entre las palabras clave origi-
nales y generadas, empleandose la libreria Ggrapgh
v2.0.1 (Pedersen, 2020) para representar la red grafi-
camente (Figura 3a).

Como se puede observar, existen asociaciones en-
tre distintos términos relativos a la cromatografia li-
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Primera busqueda:
* PubMed

= Scopus

= Web of Science
* Google Scholar

= Total (n=2022)

r

Primera busqueda:

= Eliminararticulos duplicados
= Filtrar por tituloy DOI

* Total (n=1499)

A 4

Términos definitivos de busqueda:
= Formato population outcome
* chromatograph*
*  “machine learning” OR “support vector” OR “neural network”

A

Segunda busqueda:
= PubMed

= Scopus

= Web of Science
= Google Scholar

= Total (n=3344)

| 2

Segunda busqueda:

* Eliminararticulos duplicados
» Filtrar por tituloy DOI

= Total (n=2496)

Figura 2. Diagrama del proceso de busqueda bibliografica realizado durante este trabajo, incluyendo una busqueda inicial en
las bases de datos PubMed, Scopus, Web of Science y Google Scholar, el filtrado de los articulos para eliminar registros dupli-
cados, la selecciéon de los términos finales de busqueda y los resultados de la busqueda final junto con el cribado de los resul-
tados de la misma.
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quida y la seleccién de atributos o features que po-
drian englobarse dentro del topic de desarrollo de
nuevos métodos de analisis de datos determinado en
el primer estudio bibliografico. Ademas, otras relacio-
nes entre términos indican la importancia del recono-
cimiento de patrones en base al perfil de compuestos
orgéanicos volatiles mediante modelos de redes neuro-
nales artificiales (“artificial neural networks”), regre-
sién logistica y maquinas de vectores de soporte (“su-
pport vector machines”), encuadrandose dentro del
topic de analisis de compuestos volatiles en el aliento
de pacientes. Por otra parte, existe otro grupo de aso-
ciaciones, entre las que destacan la aplicacion de las
redes neuronales artificiales para establecer perfiles
metabdlicos a partir de datos de cromatografia liqui-
da. Otras relaciones entre términos revelan el uso del
aprendizaje automatico en estudios donde se combi-
na la separacién cromatogréfica y la espectroscopia
infrarroja. Por Ultimo, algunas asociaciones muestran
la utilidad de la inteligencia artificial (considerandose
el aprendizaje automatico una rama de ésta) en el
diagnostico del cancer de mama.

Una vez construida la red, se determind la influen-
cia de cada palabra clave o término dentro de la mis-
ma, clasificAndose en tres grupos o nodos segun su
relevancia (Figura 3b). Aquellos términos menos in-
fluyentes se filtraron utilizando el método de puntos
de inflexion (changepoint). Los términos que ejercie-
ron una mayor influencia sobre el modelo eran aque-
llos relativos a la cromatografia liquida, el aprendizaje
automatico, las redes neuronales artificiales y las ma-
guinas de vectores de soporte, poniendo de manifies-
to la presencia de un mayor nimero de trabajos don-
de se combinen estas metodologias. Estos resultados
concuerdan con lo esperado, ya que los modelos de
redes neuronales artificiales y maquinas de vectores
de soporte son dos de los algoritmos mas comunes
del aprendizaje automatico, siendo utilizados amplia-
mente para asistir al analisis cromatografico en traba-
jos recientes, incluyendo la clasificacion de perfiles
metabolémicos e identificacion de marcadores biolo-
gicos en cromatografia liquida o gaseosa acoplada a
espectrometria de masas (Paul y de Boves Harrington,
2020), la prediccion de tiempos de retencion de com-
puestos fendlicos de extractos vegetales separados
mediante HPLC-DAD (Usman y col., 2021), la clasifi-
cacion de productos alimentarios fermentados, como
el vino, en base a sus perfiles de compuestos no de-
seados que influyen en la calidad organoléptica (Urtu-
bia y col., 2021), y la determinacién de la autentici-
dad, seguridad y trazabilidad de alimentos,
considerando en conjunto su composicién quimica,
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analisis microbioldgico, defectos organolépticos, pre-
sencia de sustancias toxicas y adulteraciones (Liang y
col., 2020). Por esta razdn, se decidio incluir los tér-
minos “support vector” y “neural network” en una
segunda busqueda mas completa (Figura 2), ya que
podrian utilizarse en algunos articulos en lugar del
término general “machine learning”. Cabe destacar
gue se utilizd el menor nimero de palabras posible en
estos dos términos adicionales, en lugar de los térmi-
nos completos “support vector machine” y “artificial
neural network"”, con el fin de abarcar el mayor nu-
mero de menciones en los articulos de la bibliografia
(p. €. en algunos trabajos podria citarse el término
“neural network” en lugar de “artificial neural ne-
twork"). Otros de los términos relevantes hacen refe-
rencia a las distintas técnicas cromatograficas o a su
acoplamiento a la espectrometria de masas, si bien se
considerd que el término general chromatography
englobaba a todos ellos, por lo que se continué con-
siderando en las busquedas.

Para formular esta segunda busqueda, se eligié un
formato similar al sistema population outcome (PO) (Ja-
mes y col., 2016), uno de los recomendados a la hora
de llevar a cabo revisiones sistematicas, donde se pre-
tende evaluar la presencia de un indicador (utilizacion
de algoritmos de aprendizaje automatico, en este caso)
en una poblacién determinada (trabajos donde se reali-
cen analisis cromatograficos, en este caso). Asi, las bus-
guedas concretas realizadas en cada una de las bases
de datos incluidas en este trabajo, fueron las siguientes:

¢ PubMed: (chromatograph*) AND (machine
learn* OR “support vector” OR “neural ne-
twork")

* Scopus: TITLE-ABS-KEY(chromatograph*) AND
TITLE-ABS-KEY(machine learn* OR “support
vector” OR “neural network"”)

* Web of Science: TI=((chromatograph*) AND
(machine learn* OR “support vector” OR “neu-
ral network”)) OR AB=((chromatograph*) AND
(machine learn* OR “support vector” OR “neu-
ral network”)) OR KP=((chromatograph*) AND
(machine learn* OR “support vector” OR “neu-
ral network”))

* Google Scholar: (chromatograph*) AND (ma-
chine learn* OR “support vector” OR “neural
network")

Los resultados de estas nuevas busquedas se com-
binaron elimindndose los articulos duplicados siguien-
do el método descrito en la primera busqueda (Figu-
ra 2), dando lugar a un volumen de articulos muy
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superior al de la primera busqueda debido a la inclu-
sion de términos adicionales (2496 frente a 1499 ar-
ticulos filtrados). Posteriormente, los resimenes de
este nuevo conjunto de articulos se analizaron me-
diante herramientas de procesamiento del lenguaje
natural (hatural language processing), disefadas para

comparar patrones complejos en documentos escri-
tos, considerando el contexto especifico de cada tér-
mino y frase de interés en sus correspondientes docu-
mentos (resimenes de cada articulo en este caso).
Este conjunto de técnicas permite estudiar en profun-
didad coémo se relacionan los términos y palabras cla-

1"
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ve de este elevado numero de articulos. Se generd
una nube de palabras mas frecuentes en los resime-
nes utilizando la libreria Quanteda v2.1.2 (Benoit y
col., 2018). Las palabras que mas se repitieron en este
conjunto de trabajos eran aquéllas relacionadas con el
aprendizaje automatico en si y las distintas familias de
algoritmos que lo componen, la cromatografia liquida
y gaseosa acopladas a espectrometria de masas, la
prediccion de propiedades cromatograficas, el analisis
de extractos y la metaboldmica (Figura 4a), mostran-
do unas tendencias similares a las de los topics del
primer estudio bibliografico y las redes de correlacion
de términos (Figura 3a). Para profundizar en el ana-
lisis de estas palabras clave, se programé una red de
coocurrencia de términos (feature co-occurrence ma-
trix, FCM) utilizando la libreria Quanteda v2.1.2 (Be-
noit y col., 2018), que se representd graficamente con
la libreria Igraph v1.2.4.2 (Csardi y Nepusz, 2006).
Este tipo de modelo proporciona informacién comple-
mentaria a la red de correlacion utilizada durante la
primera busqueda para un numero menor de articu-
los, aunque en lineas generales muestra las mismas
tendencias en las lineas de investigacion: aplicacion
de las redes neuronales artificiales para predecir los
tiempos de retencion, uso de diferentes algoritmos
para el desarrollo y validacion de métodos cromato-
gréficos, identificaciéon de compuestos mediante cro-
matografia de gases, seleccion de features y molécu-
las mediante maquinas de vectores de soporte que
podria ser de interés para el analisis de aceites, y tra-
tamiento de datos en el andlisis de péptidos y protei-
nas (Figura 4b).

Los resultados obtenidos en este segundo estudio
confirmaron la existencia de diferentes lineas de inves-
tigacion relacionadas con la proteémica, la metabolo-
mica, la caracterizacidon de matrices alimentarias y la
modelizacién de propiedades cromatogréficas, basa-
das en distintas aproximaciones matematicas.

4. APLICACIONES AVANZADAS DEL
APRENDIZAJE AUTOMATICO EN LA
INTERPRETACION DE ESPECTROS DE
MASAS

Una vez se han estudiado de manera global todos los
trabajos publicados hasta el momento en donde se
utilizé el aprendizaje automatico para procesar datos
cromatograficos, se describen a continuacién algunas
aplicaciones mas especificas de este tipo de modelos
para interpretar los resultados obtenidos mediante es-
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pectrometria de masas, una técnica que se acopla con
frecuencia a la cromatografia. Los métodos mas habi-
tuales para la identificacion de compuestos desconoci-
dos consisten en la utilizacién de bibliotecas de refe-
rencia que contienen espectros de masas de moléculas
conocidas. Sin embargo, este enfoque podria no ser
valido a la hora de elucidar compuestos de nueva sin-
tesis o que no han sido caracterizados previamente, no
disponiendo de patrones comerciales o espectros de
referencia en algunos casos. Para solventar este pro-
blema, se han desarrollado estrategias alternativas de
andlisis de datos basadas en el aprendizaje automatico
(Nguyen y col., 2018; Bitchagno y Tanemossu, 2019).
Una de estas estrategias consiste en la simulacion in
silico del proceso de fragmentacion de las moléculas
gue tiene lugar en el interior de los distintos sistemas
de espectrometria de masas, con el fin de predecir las
abundancias de los iones m/z presentes en el espectro
de masas de un compuesto determinado en funcién
de su estructura quimica, sirviendo asf de referencia a
la hora de identificar analitos desconocidos (Allard y
col., 2016; Ruttkies y col., 2016; Nguyen y col., 2018).
Esta metodologia puede basarse en i) la aplicacion sis-
tematica de unas reglas quimicas conocidas que rigen
el proceso de fragmentacion y formaciéon de iones o ii)
en la utilizaciéon de algoritmos de aprendizaje automa-
tico para aprender esas reglas de fragmentacién a par-
tir de la informacion contenida en los propios espec-
tros de masas de una base de datos de compuestos
conocidos de diversa naturaleza. Una vez descubiertas
esas reglas o patrones de fragmentacién a base de
comparar los espectros, se podrian extrapolar a dife-
rentes familias de compuestos organicos debido al ele-
vado poder predictivo de este tipo de modelos. Dentro
de este ultimo enfoque, destaca el programa de frag-
mentacion in silico denominado competitive fragmen-
tation modelling for metabolite identification (CFM-ID)
(Allen y col., 2015; Allen y col., 2016), que permite
simular la fragmentacion que tiene lugar tanto en
equipos de cromatografia liquida acoplada a espectro-
metria de masas en tandem (LC-MS/MS) con ioniza-
cion por electrospray (ESI), tanto en modo positivo
como negativo (Allen y col., 2015), como en equipos
de GC-MS con ionizacion electrénica (El) (Allen y col.,
2016). Esta herramienta simula los perfiles de iones
primarios y secundarios generados en la fuente de io-
nizacion y separados en el analizador, siendo validados
con la base de datos NIST, lo gue supone una mejora
con respecto a los métodos que suponen el actual es-
tado del arte (Allen y col., 2015; Allen y col., 2016).

Entre otros, el grupo de Quimica y Funcionalidad
de Carbohidratos y Derivados del Departamento de
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Bioactividad y Analisis de Alimentos del Instituto de
Investigacion en Ciencias de la Alimentaciéon (CIAL,
CSIC-UAM) ha sido pionero en el uso combinado de
diferentes algoritmos de aprendizaje automatico y
CFM-ID para la elucidacion de las conformaciones es-
tructurales de carbohidratos complejos como cadenas
de pectina y oligosacaridos pécticos, sin necesidad de
una purificacion previa (Sabater y col., 2019a,b;
2020a,b; 2021a). Este hecho supone una ventaja a la
hora de caracterizar mezclas complejas presentes en
hidrolizados enzimaticos con el fin de estimar su po-
tencial actividad biolégica. En la Figura 5 se muestran
las posibles estructuras de iones m/z obtenidos en los
espectros de masas de distintos carbohidratos presen-
tes en un yogur elaborado con adicién de pectina u
oligosacaridos pécticos (Sabater y col., 2020a) me-
diante este analisis computacional.

El aprendizaje automatico (machine learning)
en el campo de la cromatografia: revision sistematica
de sus aplicaciones y analisis de espectros

El aprendizaje automatico es, ademas, de gran uti-
lidad en el estudio de la potencial actividad bioldgica
de ingredientes funcionales, permitiendo realizar un
barrido in silico de todas las posibles actividades biolo-
gicas de una determinada molécula, basandose en su
similitud con las estructuras de farmacos y otros com-
puestos bioactivos conocidos. Para ello, es necesario
haber elucidado previamente su estructura mediante
espectrometria de masas. Un ejemplo reciente desa-
rrollado en dicho grupo de investigacion consiste en la
estimacion del potencial prebidtico de las estructuras
individuales presentes en una mezcla de oligosacaridos
pécticos. Con este fin, se simulo el proceso de fermen-
tacion que tiene lugar en el colon, asi como las inte-
racciones moleculares entre estos oligosacaridos y al-
gunas de las glicosidasas microbianas mas relevantes
implicadas, y la formacion de &cidos grasos de cadena
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Figura 5. Estructuras quimicas determinadas para algunos de los iones m/z mas abundantes en los espectros de masas obte-
nidos por GC-MS con ionizacién electrénica para distintos carbohidratos de leche (a) y mezclas de oligosacéridos pécticos (b).



corta en las regiones proximal y distal, como resultado
de dicha fermentacién (Sabater y col., 2021b).

La capacidad de determinar caracteristicas estruc-
turales comunes entre compuestos relacionados, asi
como pertenecientes a distintas familias de compues-
tos bioldgicamente activos, podria resultar de gran
importancia para establecer relaciones estructura-ac-
tividad de estos compuestos y para inferir su bioacti-
vidad como paso previo a los ensayos in vitro e in vivo,
gue consumen mayor cantidad de tiempo y recursos.

5. CONCLUSIONES

En este articulo de revisién se ha dado una visién ge-
neral de las aplicaciones del aprendizaje automatico en
el tratamiento de datos cromatograficos que se han
descrito en todos los articulos cientfficos publicados
hasta la fecha. Para ello, se han utilizado herramientas
informaticas que se basan en el propio aprendizaje au-
tomatico para realizar una revisién sistematica de la
informacion contenida en los titulos y resimenes de
los articulos, asi como sus indicadores bibliométricos.
Los resultados de estos analisis indicaron que hasta el
afio 2011 la principal aplicacion del aprendizaje auto-
matico en este campo era la interpretacion de resulta-
dos de experimentos proteémicos. Sin embargo, du-
rante la Ultima década, se han consolidado como
aplicaciones mas frecuentes: 1) el andlisis de compues-
tos volatiles para el diagnostico de pacientes, 2) el de-
sarrollo de nuevos métodos de andlisis, 3) la prediccion
de propiedades cromatogréficas de moléculas, 4) el
andlisis de perfiles metabolémicos, y 5) la interpreta-
cion de estudios protedmicos. La predominancia de
estas lineas de investigacion se ha confirmado median-
te andlisis adicionales de redes de correlacién y coocu-
rrencia de términos y palabras clave asociadas. Por ul-
timo, se han detallado algunas aplicaciones mas
especificas del aprendizaje automatico para interpretar
los espectros y patrones de fragmentaciéon de molécu-
las orgénicas analizadas por cromatografia acoplada a
espectrometria de masas que podrian resultar de espe-
cial interés a la hora de establecer relaciones estructu-
ra-actividad de moléculas potencialmente bioactivas.
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Autor: Alba Maceira Torrents

Directores: Prof. Rosa Maria Marcé y Prof. Francesc Borrull

Grupo de investigacion “Cromatografia. Aplicaciones medioambientales (CROMA)"”, Dpto.

de Quimica Analitica i Quimica Organica, Facultat de Quimica, Campus Sescelades, Uni-
‘ versitat Rovira i Virgili.

Facultat de Quimica de la URV/Microsoft Teams, 11 de diciembre de 2020

Resumen:

La Tesis Doctoral se centra en el estudio de la calidad del aire del Camp de Tarragona, una zona con un interés
particular, ya que alberga uno de los complejos industriales quimicos mas grandes del Sur de Europa. En primer
lugar, se pretende profundizar en la caracterizacién quimica de la atmosfera de esta zona y contribuir asf a aumen-
tar el conocimiento sobre la presencia de varias familias de contaminantes organicos que pueden estar presentes
en estas muestras de aire debido al tipo de industria cercana. Su determinacién es importante ya que la gran ma-
yoria de ellos presentan diferentes efectos adversos sobre la salud de las personas. Entre estos compuestos se
encuentran los compuestos organicos volatiles (COVs), asi como otros tipos de compuestos no tan estudiados
como los derivados de la benzotriazola, benzotiazola y benzosulfonamida y diferentes tipos de aditivos de los
plasticos, como los ésteres del acido ftalico y fosférico, el adipato, varios tipos de antioxidantes, como los fenélicos
y aromaticos, o los estabilizadores UV.

Los métodos analiticos que se han desarrollado estan basados en el empleo de la cromatografia de gases-es-
pectrometria de masas y se han aplicado diferentes técnicas de muestreo y preconcentracién de los analitos, de-
pendiendo del tipo de fraccion del aire a analizar, la gaseosa o la particulada. En el caso de la fraccién gaseosa,
para la determinacién de un centenar de COVs, los métodos utilizados se han basado en la técnica de enriqueci-
miento activo en tubos con adsorbentes sélidos y posterior desorcion térmica o liquida. Se ha estudiado como
afecta la humedad relativa a este tipo de muestreos y se ha propuesto una posible solucion. También se han eva-
luado los posibles métodos de extraccién, térmica o liquida, para la correcta determinacién de estos compuestos
en la fase gaseosa del aire. Para la fraccion particulada, se ha analizado la fraccién PM,, del aire muestreado con
un captador de alto volumen, siendo posteriormente extraidos los compuestos de interés mediante la técnica de
extraccion por liquidos presurizados.

Por otra parte, con los resultados obtenidos de la monitorizacién de estos contaminantes en la PM,, de la at-
mosfera del Camp de Tarragona se ha llevado a cabo una evaluaciéon de la exposicidon humana a través de la in-
halacion del aire exterior que puede recibir la poblacion de la zona por estar expuestos a la presencia de estos
compuestos, asi como una caracterizacion del riesgo que puede suponer para la salud humana. Los resultados
obtenidos en estos calculos toxicoldgicos indican que ninguno de los contaminantes estudiados muestra valores
de riesgo individuales elevados; aun asi, se debe tener en cuenta que la inhalacion no es la Unica via de entrada
de estos compuestos al cuerpo humano, asi como también los posibles efectos sinérgicos entre los diferentes con-
taminantes y, por lo tanto, el riesgo para la salud humana podria ser mayor.
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“New Analytical Methodologies based on Chromatography-Atmospheric Pressu-
re lonization-Mass Spectrometry for the Determination of Halogenated Organic
Contaminants”
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Directores: Encarnacién Moyano Morcillo y Francisco Javier Santos Vicente
Departamento de Ingenieria Quimica y Quimica Analitica de la Universidad de Barcelona
2 de octubre de 2020

Resumen:

El objetivo principal de esta tesis doctoral ha sido evaluar la aplicabilidad de las fuentes a presién atmosférica (API)
para desarrollar nuevas metodologias basadas en el uso de la cromatografia de liquidos y gases acopladas a la
espectrometria de masas (LC-API-MS y GC-API-MS) para la determinacion de diversas familias de contaminantes
organicos halogenados en muestras ambientales que incluyen las sustancias neutras per- y polifluoroalquiladas
(nPFAS), el Declorano Plus (DP) y sus analogos, los naftalenos policlorados (PCNs), las dibenzo-p-dioxinas y diben-
zofuranos policlorados (PCDD/Fs), los bifenilos policlorados similares a las dioxinas (dioxin like-PCBs) y las parafinas
cloradas de cadena corta (SCCPs).

En lo que respecta a las sustancias neutras per- y polifluoroalquiladas (nPFAS), se ha realizado un amplio estu-
dio de los mecanismos de ionizacion por electrospray (ESI), ionizaciéon quimica a presién atmosférica (APCI) y fo-
toionizacién a presion atmosférica (APPI) para conseguir alcanzar la maximiza eficiencia en la ionizacion de estos
compuestos. Estos estudios han hecho posible el desarrollo de métodos sensibles y selectivos tanto de cromato-
grafia de liquidos acoplados a espectrometria de masas en tandem (LC-MS/MS) como de cromatografia de gases
acoplados a la espectrometria de masas de alta resolucién (GC-HRMS). Estos métodos instrumentales combinados
con tratamientos de muestra basados en técnicas de extraccion eficientes como la extracciéon en fase sélida y la
microextraccion en fase solida, han permitido detectar la presencia de los nPFAS en muestras de agua de Catalu-
fa. Ademas, el establecimiento de las rutas de fragmentacion para los iones generados por las nPFAS en las fuen-
tes APl han proporcionado una informacién muy Util para el desarrollo de estrategias de andlisis dirigidas y no
dirigidas (ej. Flagging approach y mass defect plots) que permitan la identificacién tanto de familias conocidas
como desconocidas de nPFAS en muestras ambientales.

Ademas, en esta tesis se propone por primera vez el uso del novedoso método GC-APPI-HRMS (Orbitrap) para
hacer frente a las limitaciones observadas en la determinacion de diferentes contaminantes clorados como DP y
analogos, PCNs, PCDD/Fs, dioxin-like PCBs y las SCCPs. La suave ionizacion de la fuente GC-APPI ha favorecido la
formacion de iones moleculares o quasi-moleculares, asi como otros iones caracteristicos como el ion fendxido,
gue han permitido desarrollar metodologias con una elevada selectividad y capacidad de detecciéon (hasta pocos
fg inyectados en columna). El amplio estudio de la ionizacién asistida por dopantes realizado con la fuente de APPI
ha permitido conocer y predecir el comportamiento de estos analitos teniendo en cuenta su potencial de ioniza-
cion, asi como la presion de vapor y el potencial de ionizacién del dopante seleccionado. Por otro lado, se ha
propuesto la ionizacidn anion-attachment como estrategia para minimizar la fragmentacion en la fuente de las
mezclas de SCCPs y mejorar tanto la selectividad como la sensibilidad en su detecciéon en muestras complejas. Esta
mejora en la ionizacién se ha podido combinar con técnicas de separacion multidimensional utilizando fases esta-
cionarias basadas en liquidos i6nicos y/o la movilidad idnica para mejorar la separacién de familias que normal-
mente coeluyen en las separaciones multidimensionales como PCNs y SCCPs.

De esta manera, las fuentes APl y, particularmente la novedosa fuente GC-APPI, usadas en los acoplamientos
LC-MS/MS y GC-HRMS, han demostrado un alto rendimiento para determinar contaminantes organicos haloge-
nados en muestras complejas de interés ambiental a niveles bajos, suponiendo asi una alternativa real a las meto-
dologias existentes.
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Quimica Analitica Verde (). Nuevas técnicas de extraccion de conta-
minantes basadas en disolventes eutécticos profundos

En las ultimas décadas, el desarrollo de metodologias
mas seguras y respetuosas con el medio ambiente
estd ganando importancia dentro de la quimica anali-
tica. Este tipo de aproximaciones se enmarcan en el
concepto de lo que se conoce como Quimica Analitica
Verde (GAC). Uno de los principales objetivos de la
GAC es el desarrollo de procedimientos que reduzcan
los riesgos ambientales y para la salud humana. Con
este propodsito, se estan diseflando nuevos métodos
de extraccién sostenibles, gue minimicen o eliminen
el uso de reactivos téxicos, pero también que contri-
buyan a la miniaturizaciéon y automatizacién de las
metodologias analiticas. Respecto a la primera de es-
tas aproximaciones, una de las prioridades es la susti-
tucion de los disolventes organicos volatiles (VOS) em-
pleados en la preparacion de muestra y, en especial,
en la etapa de extraccion, por disolventes de nuevo
disefo y con propiedades mejoradas. Estos disolven-
tes no convencionales incluyen, entre otros, los liqui-
dos i6nicos (IL) y los disolventes eutécticos profundos
(DES), en los que se centra esta resefa.

Los DES son mezclas de dos o mas compuestos
entre los que se establecen enlaces de hidrégeno, ac-
tuando uno de los compuestos como dador de hidré-
geno (HBD) y el otro como aceptor de hidrégeno
(HBA), de tal forma que su mezcla forma un disolven-
te liquido. Estos disolventes tienen puntos de fusion
muy inferiores a los de los componentes individuales,
debido a la autoasociacion. Los DES se consideran di-
solventes verdes y, en principio, potencialmente me-
nos toxicos que la mayoria de los ILs descritos hasta el
momento. Esto es debido a que la mayoria de los DES
son sustancias biocompatibles y biodegradables. Ade-
mas, su sintesis es sencilla y tienen un coste de pro-
duccion bajo debido a las condiciones suaves en las
gue suelen formarse y a la alta disponibilidad de ma-
terias primas, dando lugar a mas de 1 millon de com-
binaciones posibles. Esto también favorece su aplica-
cion a mayores escalas que los ILs. Aunque los
componentes individuales de los DES tienden a estar
bien caracterizados desde el punto de vista toxicolo-
gico, la posible toxicidad de los DES debe ser investi-
gada mas a fondo por la comunidad cientifica para
poder calificarlos como “disolventes verdes”.

La mayoria de las determinaciones analiticas re-
quieren de unas primeras etapas de preparacion de
muestra cuyo objetivo es la extracciéon y aislamiento
de los compuestos de interés de otros componentes
de la matriz. Las técnicas de extraccidn mas comunes
son la extraccion liquido-liquido (LLE) y la extraccion
en fase sélida (SPE), que son técnicas manipulativas y
que, en ocasiones, implican el uso de cantidades im-
portantes de VOS. Las versiones miniaturizadas de es-
tas técnicas, como la llamada microextraccion en fase
liquida (LPME) o la micro-SPE, respectivamente, han
contribuido a reducir de manera significativa el uso de
estos VOS.

A continuacion, se presentan tres articulos que
muestran el potencial del uso combinado de técnicas
de extraccién miniaturizadas, como son la microex-
tracciéon en fase liquida (LPME), la LPME asistida con
vortex (VALLME) y la dispersion de la matriz en fase
solida (MSPD), con el uso de DES, para la extraccion
de contaminantes de diferente naturaleza de matrices
ambientales y de alimentos.

“"Development of a new temperature-controlled
liquid phase microextraction using deep eutectic
solvent for extraction and preconcentration of
diazinon, metalaxyl, bromopropylate, oxadia-
zon, and fenazaquin pesticides from fruit juice
and vegetable samples followed by gas chroma-
tography-flame ionization detection”

Mir Ali Farajzadeh, Ali Shahedi Hojghan, Mohammad
Reza Afshar Mogaddam. Journal of Food Composi-
tion and Analysis 2018, 66, 90-97.

En este trabajo se lleva a cabo un estudio para la ex-
tracciéon y preconcentracion de pesticidas (bromopro-
pilato, diazinén, fenazaquina, metalaxil y oxadiazén)
en zumos de manzana, uva y cereza acida, asi como
en remolacha fresca, pepino, patata y tomate median-
te LPME utilizando un DES formado por cloruro de
colina (ChCl):p-clorofenol (1:2, relacién molar).

La sintesis del DES se realiz6 anadiendo ChCl
(1,39 g) y p-clorofenol (2,58 g) en un tubo de ensayo

21



22

INFORMACION BIBLIOGRAFICA

de 10 mL. A continuacién, la mezcla se colocé en un
bafio de agua a 90 °C durante 5 min. Tras su agita-
cién en vértex durante 3 min, la mezcla se volvid a
introducir en el bafio de agua. El ciclo de calentamien-
to/agitacion se realizd otras dos veces, hasta obtener
un liquido homogéneo.

Para la LPME se transfirieron 5 mL de agua desio-
nizada suplementada con los pesticidas objeto de es-
tudio a una concentracién de 1 mg L' (cada pestici-
da), o de las muestras diluidas con agua desionizada
(1:3 para zumos y 1:5 para verduras), a un tubo de
ensayo de vidrio de 15 mL. El tubo se colocé en un
bafio de agua a 70 °C durante 1 min. A continuacion,
se afiadieron 142 plL del DES a la solucién y, tras agitar
la mezcla manualmente, el tubo se colocd en un bafio
de hielo a 0 °C durante 5 min. Durante la etapa de
enfriamiento, la solubilidad del DES en la fase acuosa
disminuy6 y la turbidez aument6 de forma gradual
debido a la dispersion en dicha fase del DES en forma
de microgotas, en las cuales se extrajeron los analitos.
A continuacion, la mezcla se separd mediante centri-
fugacion a 1610 x g durante 5 min, quedando el DES
en el fondo del tubo (10 = 1 pL). Finalmente, se tomd
1 yL del DES y se inyectd, sin mds tratamiento, en el
sistema cromatogréafico para su andlisis.

Las muestras se analizaron mediante cromatogra-
fia de gases con detector de ionizacion de llama (GC-
FID) empleando una columna HP-5MS (30 m x 0,25
mm y espesor de fase de 0,5 um), helio como gas
portador (30 mL min™"), inyeccién en modo split (tiem-
po de muestreo de 1 min y relacion de split de 1:10)
a 300 °C. Los resultados obtenidos mostraron factores
de recuperacion del 56-93%, limites de deteccion y
cuantificacién en los intervalos 0,13-0,31 y 0,45-1,1
ng mL™, respectivamente, y desviaciones estandar re-
lativas (RSDs) menores del 9%. Los autores concluye-
ron que el método puede ser aplicable para un anali-
sis rapido, respetuoso con el medio ambiente y
eficiente de los pesticidas seleccionados en diferentes
muestras debido a la simplicidad del método y a la
aplicacion de los DES como alternativa a los VOS.

"Green determination of brominated flame re-
tardants and organochloride pollutants in fish
oils by vortex assisted liquid-liquid microextrac-
tion and gas chromatography-tandem mass
spectrometry”

Angela G. Solaesa, José O. Fernandes, Maria T. Sanz,
Oscar Benito-Roman, Sara C. Cunha. Talanta 2019,
195, 251-257.

Los contaminantes organicos persistentes (POPs) se
han liberado al medio ambiente a lo largo de los afios
como consecuencia de distintas actividades antropo-
génicas y, hoy en dia, su ubicuidad es un hecho de-
mostrado. La exposicién humana a estos compuestos
se produce principalmente a través del consumo de
alimentos contaminados, siendo el pescado graso uno
de los méas problematicos en este sentido.

Los autores de este trabajo evaluaron el rendi-
miento de DES hidrofilicos como extractantes alterna-
tivos en un procedimiento de microextraccion liqui-
do-liquido asistida por voértex (VA-LLME), disefado
para la extraccion simultdnea de varios polibromodi-
fenil éteres (PBDEs 28, 47, 99, 153y 154) y pesticidas
organoclorados (OCPs: HCH, HCB, 4,4'-DDT) de acei-
tes de pescado.

El procedimiento de sintesis de los DES fue el si-
guiente: el ChCl (2 g), como HBA, se mezcld con di-
ferentes compuestos que actuaban como HBD (fenol,
glicerol, urea, DL-acido lactico y etilenglicol) con una
relacion molar adecuada en un tubo de 40 mL, con
agitacion mecanica a 350 rpm y 60 °C, hasta obtener
un liquido claro y homogéneo. Tras la optimizacién de
las condiciones de extraccién, se escogié ChCl:fenol
(1:2, relacion molar) como el DES con mas potencial
debido a una mayor eficacia de extraccion y buena
precision (valores de RSD por debajo del 15%) para
todos los analitos.

Las muestras de aceite (300 mg) se suplementa-
ron con 24 yL de trifenilfosfato a 250 pg L' como
patréon interno (IS) y se mezclaron con 180 pL de una
solucién del DES seleccionado con etanol (1:1, v/v).
A continuacién, la mezcla se agitd con vortex durante
5 min, hasta que se formé una solucién dispersa. Tras
centrifugar a 2.000 x g durante 3 min, se transfirie-
ron 50 pL de la fase inferior a un micro-vial y se afa-
dieron 10 pL de PBDE-126 (IS) a un nivel de concen-
tracién de 250 pg L.

Las muestras se analizaron mediante GC acoplada
a espectrometria de masas en tandem (GC-MS/MS)
utilizando una columna ZB-5MS (30 m x 0,32 mm vy
espesor de fase de 0,25 um), helio como gas portador
(1,3 mL min™"), con inyeccién splitless (1 pL; tiempo de
splitless, 1 min; a 300 °C) e ionizacién electrénica (70
eV). Los resultados obtenidos permitieron la deteccién
de todos los analitos investigados a niveles de hasta
21,5 ng g Los factores de recuperacion fueron del
76-90% vy los limites de detecciéon de 0,2-0,7 ng mL™,
con RSDs inferiores a 20%.



“Miniaturized matrix solid-phase dispersion ba-
sed on deep eutectic solvent and carbon nitride
associated with high-performance liquid chro-
matography: A new feasibility for extraction and
determination of trace nitrotoluene pollutants in
soil samples”

Maryam Nedaei, Ali Reza Zarei, Sohrab Ali Ghorbanian.
Journal of Chromatography A 2019, 1601, 35-44.

Los nitrotoluenos (NT) son el principal componente de
los explosivos nitroaromaticos, muy utilizados en acti-
vidades militares debido a su bajo coste y facilidad de
sintesis. La monitorizacion de la presencia de estos
compuestos en muestras de agua y suelo es importan-
te debido a su toxicidad y propiedades mutagénicas.
Con el fin de proponer un método novedoso que per-
mitiera la reduccion del consumo de VOS, el tiempo'y
coste asociado a la extraccion de explosivos en mues-
tras de suelos, en este trabajo se emplearon DES hi-
drofébicos basados en terpenos y el dispersante soli-
do g-C5N, para desarrollar una MSPD verde para el
analisis de 5 NTs (TNT, 2,6-DNT, 2,4-DNT, 2-NT y 3-NT).

Los DES se sintetizaron mezclando terpenos (al-
canfor, DL-mentol y borneol), que se calentaron a
70 °C hasta la fusiéon de los componentes solidos y la
formacion de un liquido homogéneo. A continuacion,
los DES preparados se dejaron enfriar en un deseca-
dor hasta peso constante. El g-C5N, se prepard por
pirdlisis de melamina. Para ello, se calentaron 5 g de
melamina a 600 °C durante 4 h en una mufla en at-
mosfera de argén. A continuacion, el g-C;N, amarillo
obtenido se molié en un mortero, se tamizd (300 pm)
y se conservo en un desecador hasta su uso.

El procedimiento basado en MSPD se llevé a cabo
pesando 0,02 g de suelo, que se transfirieron a un
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mortero de agata, donde se mezclaron con 0,06 g del
g-C5N, sintetizado y 30 pL de DES seleccionado
(DL-mentol:borneol; 1:1 relacion molar). La mezcla se
homogeneizé suavemente durante 100 s, se vertié en
un tubo de centrifuga de polipropileno de 1,5 mLy,
tras afadir 150 pL de acetonitrilo, se ultrasonicé en
un bafo durante 2,5 min. Transcurrido este tiempo,
se centrifugd a 4000 x g durante 4 min. El sobrena-
dante se filtré con una membrana de 0,45 mPTFE y se
inyectd en el sistema cromatografico para su analisis.

Para la separacion y deteccién de los analitos se
empled cromatografia de liquidos de alta eficacia con
detector de ultravioleta-visible (HPLC-UV), empleando
una columna de octadecilsilano (250 mm x 4,6 mm y
tamafo de particula de 5 pym), metanol:agua (50:50
v/v) como fase mévil a un flujo de 1 mL min™ e inyec-
cién manual (50 pb). Para la confirmacion de los ana-
litos se utilizé un equipo de cromatografia de liquidos
acoplado a un espectrometro de triple cuadrupo-
lo (LC-MS). La columna empleada fue una SB-C18
(2,1 mm x 50 mm y espesor de fase de 1,8 mm), con
un voltaje de ionizacién en 4000 V, temperatura del
capilar de 300 °C y nitrégeno ultrapuro como gas de
secado y de nebulizacion (10 L min~" y 40 psi, respec-
tivamente). Los limites de deteccién y cuantificacion
fueron de 0,12-0,33 y 0,40-1,1 ng g™, respectiva-
mente, con RSDs menores de 9,3% vy factores de re-
cuperacion en el intervalo 78-96%. La valoracion final
es que este método, sencillo, rapido y respetuoso con
el medio ambiente, es eficaz para para la extraccion
de NTs en muestras de suelo, permitiendo su determi-
nacion precisa a niveles de concentracion de ng g'.

JORGE BINTANEL CENIS
Dpto. Anélisis Instrumental y Quimica Ambiental,
Instituto de Quimica Organica General (CSIC)
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En una sociedad cada vez mas concienciada y preocu-
pada por la ingesta de alimentos de alta calidad y
seguridad, la comunidad cientifica debe volcar sus es-
fuerzos para dar respuesta a estas inquietudes, po-
niendo a su servicio sus conocimientos y resultados
cientfficos y aportando soluciones a los problemas ac-
tuales. En este contexto, cinco grupos de investiga-
cion y dos laboratorios de la RedLab de la Comunidad
de Madrid, dentro del Programa AVANSECAL-II-CM,
colaboran con el objetivo de desarrollar estrategias
integradas para la mejora de la calidad, la seguridad
y la funcionalidad de los alimentos como un medio
para avanzar hacia una alimentacién mas saludable.
Nace asi la idea de las editoras, Maria Luisa Marina
Alegre, Maria Castro Puyana y Merichel Plaza del Mo-
ral, miembros activos de nuestra sociedad, de publicar
el libro titulado “Estrategias avanzadas para la mejora
de la calidad, la seguridad y la funcionalidad de los
alimentos”, destinado a difundir los avances en el co-
nocimiento conseguidos en el marco de este Progra-
ma. Dicha obra esta destinada a profesionales de la
Quimica Analitica y de la Ciencia y Tecnologia de los
Alimentos, tanto del &mbito cientifico como indus-
trial, asi como a estudiantes de doctorado o especia-
listas de laboratorios de control de calidad.

Este libro, muy completo e interesante, recoge ex-
celentes contribuciones de cientificos pertenecientes al
AVANSECAL-II-CM, que cubre distintas tematicas, es-
tructuradas en cinco grandes blogques. Asi, se presentan
distintas estrategias para la obtencién de compuestos
con propiedades beneficiosas para la salud y la prepa-
racién de extractos multifuncionales que potencien di-
chas propiedades, en algunos casos mediante la reva-
lorizacion de los subproductos y residuos de la industria
agroalimentaria, contribuyendo asi a la sostenibilidad
del proceso de produccion y reduciendo su impacto so-
bre el medio ambiente. Ademas, se presentan nuevos
conocimientos cientfficos acerca de los procesos y com-
puestos que comprometen la seguridad de los alimen-

tos y se proponen estrategias innovadoras para mejorar
la calidad y la seguridad de los alimentos destinadas a
reducir los toxicos generados durante el procesado vy el
desarrollo de envases que mejoren las propiedades de
los alimentos conservados e incrementen su vida Util.

Parte I. Compuestos bioactivos presentes en los
alimentos

Capitulo 1. Alimentos funcionales, ;por qué y para
qué?

Maria Concepcion Garcia

Capitulo 2. Probidticos y prebiéticos
Andrea Martin-Ortiz, Maria Luz Sanz, Ana Isabel
Ruiz-Matute
Capitulo 3. Proteinas y péptidos bioactivos
Estefania Gonzdlez-Garcia, Maria Luisa Marina,
Maria Concepcion Garcia
Capitulo 4. Polifenoles, terpenos y acidos grasos in-
saturados

Merichel Plaza, Maria Luisa Marina

Capitulo 5. Aminoacidos, vitaminas y fibra

Maria Castro-Puyana, Maria Luisa Marina

Capitulo 6. Selenio: elemento esencial

Beatriz Gémez Gomez, Maria Teresa Pérez Corona

Parte Il. Los tesoros presentes en subproductos
de la industria agroalimentaria

Capitulo 7. Huesos de fruta y aceituna: fuentes “low
cost” de sustancias bioactivas

Maria Concepcion Garcia, Maria Luisa Marina



Capitulo 8. Pieles de frutas y hortalizas

Gloria Dominguez-Rodriguez, Merichel Plaza
Capitulo 9. Residuos cerveceros y de la industria del
vino

Maria Eugenia de Ledn Gonzalez, Esther Gomez
Mejia

Parte lll. Autentificaciéon y conservacion de los
alimentos
Capitulo 10. Autentificacion de alimentos
Elena Sanchez-Lopez, Natalia Casado, Maria Luisa
Marina
Capitulo 11. Deteccién de adulteraciones: fraudes
Samuel Bernardo-Bermejo, Maria Castro-Puyana
Capitulo 12. Alteracion de los alimentos durante el

almacenamiento. Tendencias actuales de los envases
(activos)

Gema Paniagua Gonzélez, Rosa Maria Garcinuho
Martinez, Pilar Fernandez Hernando

Parte IV. Seguridad alimentaria
Capitulo 13. Higiene, legislacion y seguridad alimen-
taria
Gema Paniagua Gonzélez, Rosa Maria Garcinufio
Martinez, Pilar Fernandez Hernando
Capitulo 14. Sustancias anabolizantes y no autoriza-
das en alimentos

Judith Ganan, Isabel Sierra
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Capitulo 15. Medicamentos veterinarios en alimentos
Rosa Maria Garcinufio Martinez, Gema Paniagua
Gonzalez, Pilar Fernandez Hernando

Capitulo 16. Controlando residuos y otras sustancias

en alimentos
Sonia Morante-Zarcero

Parte V. Toxicos potencialmente presentes en los

alimentos

Capitulo 17. Contaminantes organicos persistentes
Belén Gomara

Capitulo 18. Nuevos contaminantes quimicos gene-

rados durante el procesado

Marta Mesias, Cristina Delgado-Andrade, Francis-
ca Holgado, Lucia Gonzalez-Mulero, Francisco J.
Morales

Capitulo 19. Toxicos naturales en alimentos

Isabel Sierra, Judith Ganan

Capitulo 20. Toxicos quirales
Maria Angeles Garcia, Maider Grefio, Maria Luisa
Marina

Capitulo 21. Elementos traza ;qué es la especiacion?

Gustavo Moreno Martin, Yolanda Madrid Albarran

Capitulo 22. Otros metales pesados

Damian Pérez Quintanilla
Capitulo 23. Nanoparticulas metdlicas: toxicidad y
determinacion

Jon Sanz Landaluze, Ridansares Munoz Olivas
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SCIEX

The Power of Precision

CONFIDENT QUANTIFICATION OF PER-
AND POLYFLUOROALKYL SUBSTANCES
IN WATER INTENDED FOR HUMAN CON-
SUMPTION

Using the QTRAP® 6500+ LC-MS/MS System and
the SCIEX Triple Quad™ 7500 LC-MS/MS System
— QTRAP® Ready

Kévin Privat,’ Carlos Bueno,? Jianru Stahl-Zeng,? Jack
Steed,? Philippe Diderich,* Marfa Isabel Beser®

'SCIEX, France; 2SCIEX, Germany; 3SCIEX, UK; “AGE,
Luxembourg; *Salud Publica de Valencia, Spain

Per- and polyfluoroalkyl substances (PFAS) are a fami-
ly of thousands of synthetic compounds that are fre-
guently found in the environment due to their wide-
spread use in multiple industries. These compounds,
which contain carbon-fluorine bonds, are incredibly
resistant to breaking down. This means that they can
accumulate within flora and fauna, and contaminate
food and drinking water, leading to serious complica-
tions over time. Even if all manufacturing involving
PFAS suddenly stopped, the existing environmental
contamination would persist for decades to come. For
this reason, it is paramount to limit the release of
PFAS compounds into the environment. While some
manufacturers have begun replacing PFAS com-
pounds with either shorter-chain PFAS or non-fluori-
nated compounds, shorter-chain PFAS molecules have
the potential for similar accumulation in the environ-
ment, food and drinking water.

In February 2020, the European Parliament and
Council of the European Union released a new direc-
tive that recasts the limit of PFAS in drinking water to
0.5 pg/L for all PFAS compounds identified, and 0.1
pg/L for a subset of PFAS compounds that are deemed
particularly concerning for humans (see Table 1 for
the LOQ of each compound analyzed). EU member
states can choose which limit to use, and they can
also decide to implement both. The difference be-
tween the limits is dependent on a list of compounds
stated within the directive. The 0.1 pg/L limit applies

| s 8

to the compounds included in this list, which contain
a perfluoroalkyl moiety with 3 or more carbons (i.e.,
—C.F,— n > 3) or a perfluoroalkylether moiety with 2
or more carbons (i.e., — C,F,,OCF,,—, nand m = 1).
The 0.5 pg/L limit applies to all PFAS compounds in
totality.?

The requirements of this directive create the ana-
lytical challenge of achieving these newly set LOQs in
drinking water without solid phase extraction (SPE)
cleanup. This technical note demonstrates how these
limits are easily achievable with a method that uses
the QTRAP® 6500+ LC-MS/MS System for the analy-
sis of all required PFAS compounds. In addition, it pro-
vides tips to help researchers achieve these limits and
reduce common issues associated with the analysis
without the use of specialized equipment or system
modifications.

The conditions used with the QTRAP 6500+ Sys-
tem were also tested on the SCIEX Triple Quad™
7500 LC-MS/MS System — QTRAP® Ready to highlight
the increased levels of sensitivity that can be achieved
with this system.

See Figure 1 for example XICs from a PFAS com-
pound at it's LLOQ in 3 different water matrices.

Key features of the QTRAP 6500+ System for
PFAS analysis

e LLOQ values down to 0.001 pg/L for the majority of
the analyzed PFAS compounds.

¢ The use of a 50 pL injection volume to meet the
regulation requirement for drinking water (tap and
bottled mineral water).
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Table 1. Quantification of PFAS in various water matrices.
LLOQ values for all PFAS compounds analyzed in ultrapure
HPLC-grade water, tap water and bottled mineral water
using the QTRAP 6500+ System. All LLOQ values provide an
S/N (peak-to-peak) value above 10. A total of all PFAS com-
pounds has been calculated for both the 0.1 pg/L and the
0.5 pg/L limits (bottom). All the compounds are relevant to
the 0.5 pg/L limit. See Table 3 for a list detailed the full
name of all compounds analyzed.

LLOQ (ug/L)

Ultrapure Bottled

Compound HPLC-grade | Tap water | mineral
water water
PFBA 0.001 0.001 0.001
PFPeA 0.001 0.001 0.001
L-PFBS 0.001 0.001 0.001
PFHXA 0.001 0.001 0.001
L-PFHeS 0.001 0.001 0.001
PFHpA 0.001 0.001 0.001
L-PFHXS 0.001 0.001 0.001
PFOA** 0.001 0.001 0.001
L-PFHpS 0.001 0.001 0.001
PFNA 0.001 0.001 0.001
L-PFOS 0.001 0.001 0.001
PFDA 0.001 0.001 0.001
L-PFNS 0.001 0.001 0.001
PFUdA 0.001 0.001 0.001
L-PFDS 0.001 0.001 0.001
PFDoA 0.001 0.001 0.001
PFTrDA 0.001 0.010 0.005
L-PFDoS 0.001 0.001 0.001
L-PFUdS*** 0.001 0.001 0.001
L-PFTrDS*** 0.001 0.001 0.001
PFTeDA* 0.001 0.010 0.005
PFHXDA* 0.001 0.020 0.020
PFODA* 0.050 0.200 0.100
Total: 0.1 pg/L limit 0.020 0.029 0.024
Total: 0.5 pg/L limit 0.072 0.259 0.149

* Compounds only associated with the 0.5 pg/L regulation.

** The LLOQ values associated with PFOA are dependent on a clean blank
injection being achieved (in some instances, it has been noted that PFOA
can provide a significant peak in the blank, which can impact the
compound’s LLOQ).

*** See the section “Recently regulated PFAS compounds” for more
information on L-PFUdS and L-PFTrDS.

¢ Robust quantification with calibration curves for the
vast majority of PFAS compounds between 0.001
and 1 pg/L.

e No carryover or contamination in blank injections
for analyzed PFAS compounds.

¢ The use of a delay column to ensure that instru-
ment contaminants are moved away from the ana-
lyte’s retention time so that accurate quantification
can be achieved.

Methods

Standard preparation: Standards were provided by
AGE (Luxembourg) and ordered from Wellington Lab-
oratories (Guelph, Ontario).

Sample preparation: Calibration solutions were pre-
pared by dilution of each water sample (ultrapure
HPLC-grade water, tap water and bottled mineral wa-
ter) with methanol at a 50:50 ratio.

Note: it is paramount for all solutions to be pre-
pared and vialed in polypropylene vessels. This is
necessary due to the potential adsorption of PFAS
compounds to glass vessels, which decreases the
sensitivity of analytes over time.*

Chromatography: Chromatographic separation was
performed using the ExionLC™ AD System, which
provides very low carryover and full UHPLC capabili-
ties. The column used was a Phenomenex Luna Ome-
ga 3 um PS C18 100 A, 100 x 3.0 mm with a Phe-
nomenex Luna Omega 1.6um PS C18 100 A, 50 x 2.1
mm delay column. Details of the chromatography are
outlined in the supplementary information.3

Mass spectrometry: These experiments were per-
formed using the QTRAP 6500+ System and the SCI-
EX 7500 System. The systems were operated in neg-
ative mode with electrospray ionization (ESI) using the
Scheduled MRM™ Algorithm. Data was acquired us-
ing Analyst® Software. Details for the MS conditions
are outlined in the supplementary information.?

Data processing: Data was processed using SCIEX
OS Software.
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Figure 1. Extracted ion chromatograms (XICs) of PFHpA. XICs for PFHpA at the LOQ (0.001 pg/L) in 3 different water matrices:
ultrapure HPLC-grade water (left), tap water (middle) and bottled mineral water (right).

Quantitative performance

Due to the lowered limits associated with PFAS anal-
ysis, it has become increasingly important to provide
higher levels of sensitivity to the environmental indus-
try to ensure that the relevant LLOQs can be achieved
with accuracy, precision and robustness. Good chro-
matography is key to providing good separation and
removing any instrument contamination from the
analysis (Figure 2). To characterize the sensitivity of

the QTRAP 6500+ System, concentration curves were
generated in HPLC grade water. Example chromato-
grams for PFNA across the 10- point PFNA calibration
curve highlights the quality of the data (Figure 3).

Figure 4 highlights some example calibration
curves for 3 relevant PFAS compounds, including both
% accuracy and %CV (%RSD) data for the calculated
concentration at each linearity level. In addition to
high accuracy and precision levels, sensitivity is impor-
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Figure 2. Good separation of all PFAS compounds. Overlaid XICs of all PFAS compounds analyzed (top) and the corre-
sponding internal standards (bottom) at a concentration of 0.02 pg/L. Both zoomed-in panes show that even though some of
the compounds could not be fully resolved chromatographically, the use of specific MRM transitions for each compound means
that these compounds can be resolved using the mass spectrometer.
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Figure 3. XICs from the calibration curve. XICs were generated for the blank injection and each concentration from the
10-point calibration curve for PFNA in HPLC grade water. The concentration curve spanned the range of 0.001-1 pg/L and was
then followed by another blank injection. Both blank injections are clear from interferences in both the quantifier and qualifi-

er transitions. The calibration curve XICs highlight the ion ratio lines used to show that this aspect is working well and is not
affected by the matrix used.
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Figure 4. Example calibration curves in HPLC grade water. Calibration curves of PFPeA (top), L-PFPeS (middle) and PFNA (bot-

tom) spanning the range of 0.001-1 pg/L with accuracy values at each level between 80% and 120%, and %CV (%RSD)
values below 10%.
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Figure 5. XICs for 3 representative PFAS compounds at LLOQs. XICs for L-PFPeS (top), L-PFHxS (middle) and PFNA (bot-
tom) at an LLOQ of 0.001 pg/L in ultrapure HPLC-grade water (left), tap water (middle) and drinking water (right).

tant to ensure that specialized equipment or large in-
jection volumes are unnecessary. The LLOQs for each
PFAS monitored in the 3 different water samples are
in Table 1, and example chromatograms are shown in
Figure 5.

PFAS stability in glass

A significant issue with PFAS analysis is that long-chain
PFAS compounds have low solubility in water samples
and tend to stick to the surface of sample containers.
This effect increases with chain length, and this is the
main reason that polypropylene material is recom-

mended for storage of samples and standards, and
that methanol is added during sample preparation. To
evaluate this effect, samples were stored in glass vials
and the peak areas for all PFAS compounds were ana-
lyzed across 34 hours. The example for PFTeDA is
shown in Figure 6, and the results across all PFAS are
summarized in Table 2. Of the 21 compounds analyz-
ed, 8 were susceptible to this issue in ultrapure HPLC-
grade water and 11 were seen to decrease in both tap
water and mineral water matrices. To account for this
decrease over long analysis times, it is important to
either use polypropylene vials during storage and anal-
ysis (Figure 7) or utilize deuterated internal standards
to mitigate any change in signal intensity.
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Figure 6. Stability assessment of PFTeDA in glass vials
over time. XICs showing the sensitivity decrease of PFTeDA
over a 34-hour period when using glass vials, which high-
lights the issue observed for many of the analyzed PFAS
compounds. This demonstrates the importance of under-
standing this aspect of the analysis and accounting for it
accordingly.

ty

Figure 7. Stability assessment of MPFDoA in polypro-
pylene vials over time. XICs of MPFDoA (an internal
standard of PFDoA) over a 10- hour period when using poly-
propylene vials. The sensitivity of PFDoA was shown to de-
crease over time in glass vials (Table 2). This highlights the
stability of the peak area and height when using polypropyl-
ene vial material. The above XICs show the internal stand-
ard measured from standard solutions and drinking water
samples from across the analysis, showing its consistency
over time even in different solutions and matrices.

Workflow points to consider
Using a delay column

In previous PFAS analyses, contamination has been
observed when using an analytical column alone. This
contamination appears to originate from the LC sys-
tem itself, which creates the analytical challenge of
separating the contamination from the analyte of in-
terest. To address this challenge, a pre-column or de-
lay column has been used to ensure the observed
contamination is well separated from the analyte. The
column chosen for this was similar to the analytical
column and utilized the same stationary phase.

Table 2. Effect of glass vials on PFAS stability. The com-
pounds here were found to be susceptible to a sensitivity
decrease over 34 hours when using glass vials. The decrease
is more pronounced for longer-chain PFAS compounds and
is unaffected by the water analyzed. This demonstrates the
importance of using polypropylene vials to ameliorate this
effect.

Sensitivity decrease observed (Y/N)

Ultrapure Bottled
HPLC-grade | Tap water mineral
water water

PFBA N N
PFPeA
L-PFBS
PFHXA
L-PFHeS
PFHPA
L-PFHxS
PFOA
L-PFHpS
PFNA
L-PFOS
PFDA
L-PFNS
PFUdA
L-PFDS
PFDOA
PFTIDA
L-PFDoS
PFTeDA
PFHXDA
PFODA

Compound
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Reducing injection volume

With past methods that used LC-MS/MS to quantify
PFAS compounds in water, it was common to use
large injection volumes—possibly even injecting mul-
tiple milliliters of sample and performing a trap-and-
elute workflow to concentrate this volume and re-
duce peak broadening. However, this analysis
leveraged the high sensitivity of the QTRAP 6500+
System, which enabled the use of a 50 pL injection
volume.

Therefore, there is no need for any specialized
equipment, such as a CTC autosampler, or for any



significant modification to the UHPLC system, other
than using a 50-100 pL sample loop.

Another benefit of using a reduced injection vol-
ume is a reduction in the previously observed issues,
such as a high background and contamination, which
leads to a more robust and easier-to-implement work-
flow.

Reducing blank contamination

Due to the widespread use of PFAS compounds, it is
difficult to achieve a clean blank injection because of
the prevalence of contamination that usually origi-
nates from the analytical instrumentation itself. This
issue is mitigated by the use of a delay column, which
means that a clean blank was achieved for all 23 ana-
lyzed compounds. This is still an issue to consider
when performing PFAS analysis, however.

Recently regulated PFAS compounds

The new EU drinking water directive (released in Feb-
ruary 2020) included 2 new PFAS compounds of con-
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cern: L-PFUdS and L-PFTrDS. At the time of the direc-
tive's release, the sourcing of these compounds proved
to be particularly challenging, and for this reason, they
were not included in the bulk of the analysis performed
here. However, in late 2020, it became clear that these
compounds were now commercially available (Welling-
ton Laboratories, Guelph, Ontario),* and so testing was
performed to assess their LLOQ (Table 1).

Additional analysis performed on the SCIEX 7500
System

Due to sensitivity being a significant challenge when
performing PFAS analysis, testing was also performed
on the SCIEX 7500 System, which is the most sensiti-
ve triple quadrupole MS system in the SCIEX portfolio.
All 20 compounds within the 0.1 pg/L regulation were
analyzed, with 15 out of 20 analytes providing impro-
ved LLOQ values, 3 providing a comparable LLOQ and
2 having a higher LLOQ due to unexpected interferen-
ces, which were thought to be caused by contamina-
tion within the water used or related to chromatogra-
phy (data not shown). Figure 8 and Figure 9 show
example results from the calibration curve measured
for L-PFOS on the SCIEX 7500 System.
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Figure 8. XICs of L-PFOS analyzed on the SCI-
EX 7500 System. The XICs for L-PFOS are (from
left to right) 0.0001 pg/L, 0.0005 pg/L and 0.001
pg/L. All analysis has been performed using a dilu-
ent of a 50:50 ultrapure HPLC-grade water and
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Figure 9. Calibration curve of L-PFOS on the | *
SCIEX 7500 System. Calibration curve for data de-
picted in Figure 8 showing the linearity of the data
from 0.0001-1 pg/L, highlighting both the sensiti-
vity of the system and the linear dynamic range
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that has been achieved (r = > 0.99).
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Table 3. A list of all compounds analyzed.

Compound name Acronym
Perfluorobutanoic acid PFBA
Perfluoropentanoic acid PFPeA
Perfluorohexanoic acid PFHXA
Perfluoroheptanoic acid PFHPA
Perfluorooctanoic acid PFOA
Perfluorononanoic acid PFNA
Perfluorodecanoic acid PFDA
Perfluoroundecanoic acid PFUdA
Perfluorododecanoic acid PFDoA
Perfluorotridecanoic acid PFTrDA
Perfluorobutane sulfonic acid L-PFBS
Perfluoropentane sulfonic acid L-PFPeS
Perfluorohexane sulfonic acid L-PFHXS
Perfluoroheptane sulfonic acid L-PFHpS
Perfluorooctane sulfonic acid L-PFOS
Perfluorononane sulfonic acid L-PFNS
Perfluorodecane sulfonic acid L-PFDS
Perfluorododecane sulfonic acid L-PFDoS
Perfluorotetradecanoic acid PFTeDA
Perfluorohexadecanoic acid PFHXDA
Perfluorooctadecanoic acid PFODA
Perfluoroundecane sulfonic acid L-PFUdS
Perfluorotridecane sulfonic acid L-PFTrDS

Conclusions

To summarize, an LC-MRM method using a smaller
volume direct injection approach has been de-
monstrated to be sensitive enough to easily meet the
current recommended limits set by the European au-
thorities for drinking water. The generated results hi-
ghlight the accuracy, robustness and precision of the
method. Several analytical challenges have been well
documented for PFAS analysis in the past, such as
blank contamination, compound stability and the
need to inject large volumes of samples. This method
has successfully addressed these problems, ensuring
that it can be much more easily implemented compa-
red with previous methods. It also does not require the
use of specialized equipment or extensive modifica-
tions to the LC system. In addition, data has been ge-
nerated using this method on the SCIEX 7500 System
to highlight the advantages of increased sensitivity.
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Abstract

In this application brief we demonstrate the ability of
Cyclic IMS to separate small molecule isomers by uti-
lizing multi-pass experiments, providing improved me-
tabolite detection and identification.

Benefits

Multi-pass experiments using the Cyclic IMS (cIMS)
Mass Spectrometer highlight enhanced mobility sepa-
ration of structural isomers.

Introduction

Over the years, advances in separation technology
have enabled the detection and quantification of
compounds that have previously proved difficult to
analyze. In metabolomics, many small compounds —
which form the core of the analytes of interest fall
into this group. The variation in compound modifica-
tions during metabolism can generate subtly different
isomeric metabolites. These isomers can each tell a
very different story when it comes to furthering the
understanding of diseases and ultimately biochemical
mechanisms. Chiral separation of isomers by supercri-
tical fluid chromatography (SFC) has to some degree
allowed these separations to be performed in short
analytical acquisitions."? Nevertheless, SFC requires a
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separate chromatography system to traditional liquid
chromatography (LC) and therefore lacks the method
flexibility associated with the latter configuration.

lon mobility enabled mass spectrometers provide
an additional orthogonal separation of ions prior to
detection. This allows molecules of similar mass/char-
ge to be separated by their collisional cross section
(CCS) improving specificity, enabling improved identi-
fication, and cleaner MS/MS spectra. Although, some
very closely related structural isomers exhibit the same
or similar CCS value and drift time when measured on
conventional ion mobility platforms, accurate deter-
mination is difficult by this method alone.

The SELECT SERIES Cyclic IMS instrument has pre-
viously been used to assist in the resolution of larger
molecules such as peptides, polysaccharides, and li-
pids® by performing multi-pass IMS" acquisitions
(IMS") where packets of ions can be cycled multiple
times around the IMS region before being ejected for
detection. In this application brief we demonstrate
the Cyclic IMS instrument’s capability of enhancing
the separation of small polar isomeric metabolites
using the multi-pass feature.

Results and Discussion

Isomeric forms of amino acids and bile acids exist
among others — which ultimately play significantly di-
fferent biological roles — highlighting the importance
of a metabolomic analytical study in differentiating
between different isomers. Methylhistidines have pre-
viously been identified as markers associated with a
variety of diseases and deficiencies, including vitamin
E deficiency, which has been shown to lead to an in-
crease in the presence of 1-methylhistidine in uri-
ne.* Conversely, an increase in plasma concentrations
has been correlated to a reduction in carnosinase ac-
tivity. Furthermore, 3-methylhistidine has been identi-
fied as a potential marker for the breakdown of skele-
tal muscle following injury.®> Utilization of an in-house
CCS prediction tool provided predicted CCS values for
1-methylhistidine and 3-methylhistidine as 133 A2 and
134 A2 respectively (IM-H] ion), indicating potential
difficulties in accurately confirming these compounds.

Bile acids play import roles in lipid and fat-soluble
vitamin adsorption, acting as surfactants, and are in-
trinsic in cholesterol metabolism.®” Chenodeoxycholic
acid is a primary bile acid in humans which undergoes
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a biotransformation upon interaction with gut bacte-
ria to produce secondary bile acids (e.g. hyodeoxycho-
lic acid).” High levels of chenodeoxycholic acid can
lead to a toxic effect from cholestasis. Excretion of bile
acids in mammals is performed following glucuroni-
dation of these secondary bile acids. Due to the posi-
tioning of the hyodeoxycholic acid hydroxyl groups,
this secondary bile acid has an increased rate of glu-
curonidation and ultimately an increased rate of uri-
nary excretion.® Variations in levels of these bile acids
can be indicative of microbiome function. The predic-
ted CCS values for both bile acids is 207 A2 ([M-
H] ion).

A standard mixture containing two sets of isome-
ric endogenous metabolites from two different com-
pound classes was prepared for direct infusion using
acetonitrile:water (1:1) as diluent. Additionally, each
individual authentic standard was prepared into sepa-
rate infusion solutions for further confirmation. The
standard infusion mixture contained two bile acids
(chenodeoxycholic acid and hyodeoxycholic acid) and
two modified histidine metabolites (1-methylhistidine
and 3-methylhistidine) (Figure 1).

All mass spectrometry data was acquired using
negative electrospray ionization (ESI) and the Tof ope-
rated with V optics mode. Source conditions (i.e. ca-

pillary voltage, source temperatures, and gas flows)
were optimized for each compound class to provide
the best response for assessing the IMS separation. In
order to perform the multi-pass experiment, the Cyclic
IMS instrument was operated in MS/MS mode wi-
thout any transfer collision energy but with the qua-
drupole set to the corresponding negative molecular
ion mass for the bile acids (m/z = 391.28 [M-H]") and
methylhistidines (m/z = 168.07 [M-H]). All infusion
solutions were infused directly into the source using a
syringe pump set to a flow rate of 10 pyl/min.

Whilst infusing the standard solutions, ions corres-
ponding to the bile acids and methylated histidines
were individually sent around the cyclic ion mobility
(IM) cell multiple times until the individual isomers
were separated by their arrival time (Figure 2). Baseli-
ne resolution was achieved for the methylhisitidine
after 5 passes of the cyclic IM cell (Figure 2b) with the
bile acids distinctly separating after 20 passes (Figure
2a). The 20 passes required to separate the bile acids
was achieved in less than 200 ms at an IMS resolution
of 290, whereas the 5 passes required for the methyl-
hisitidine isomers was less than 50 ms and an IMS
resolution of 145. To identify which peak correspon-
ded to the correct isomer, the individual standards
were infused to determine their specific arrival times
(Figure 3).

Chenodeoxycholic acid

1-Methyhistidine

Hyodeoxycholic acid
(s}

-0OH

D" NH.
e
N
| e
7
N

3-Methyhistidine

Figure 1. Chemical structures of the bile acid and methylhistidine compounds investigated.
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Figure 2. Mobilograms of infused standard mixture showing an increase in peak resolution of (a) bile acids, chenodeoxycholic
acid, and hyodeoxycholic acid from one to twenty cyclic IMS passes (< 200 ms) and (b) 1- and 3-methyhistidine following one

to five IMS passes (< 50 ms).

a) 100

N NH,

3-Methyhistidine

1-Methyhistidine

N NH,

4500

Figure 3. Mobilograms resulting from infusion of the individual compound standards confirming arrival times for each isomer
with inserted corresponding high collision energy spectra; (a) 1- and 3-methyhistidine after 5 passes and (b) chenodeoxycholic

acid and hyodeoxycholic acid after 20 passes.
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Conclusion

Small molecule metabolites are intrinsic in all bioche-
mical processes as either the target of a metabolic
pathway or the resulting product of metabolism. The-
se molecules can therefore provide insights into the
disfunction of pathways caused by genetic abnorma-
lities, diseases, and the impact of lifestyle. Many com-
pounds are present naturally in different isomeric for-
ms which in turn can be related to different metabolic
pathways and have varying impact on the underlying
biology and associated health conditions. The SELECT
SERIES Cyclic IMS instrument has been shown to ac-
curately resolve two sets of biologically relevant iso-
mers within 20 passes (< 200 ms) of the cyclic IMS
cell. This has enabled the isomeric forms to be resol-
ved by different arrival times for accurate identifica-
tion without the need to develop a new LC method.
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Introduccion

La detecciéon y control de las nitrosaminas como im-
purezas en productos farmacéuticos es de suma im-
portancia hoy en dia para la industria farmacéutica.
Las nitrosaminas se pueden encontrar en derivados
del tabaco y en multitud de productos alimenticios
como fritos, pescados, carnes, cerveza o agua, algu-
nas de las cuales estan catalogadas como cancerige-
nas para humanos. En julio de 2018, la USFDA (Food
and Drug Administration de USA) anunci6 que las sus-
tancias cancerigenas N-nitrosodimetilamina (NDMA) y
la N-nitrosodietilamina (NDEA) habian sido detectadas
en Valsartan, medicamento usado para el tratamiento
de alta tension arterial, entre otros. En septiembre de
2019, la FDA anuncié haber encontrado bajas con-
centraciones de NDMA en ranitidina. Estos sucesos
fueron el origen del interés actual por las nitrosaminas
y activaron el control por parte de las diferentes agen-
cias internacionales del medicamento. Entre las dis-
tintas causas responsables de la presencia de nitro-
saminas como impurezas en principios activos se
encuentran las reacciones no deseadas de aminas se-
cundarias, terciarias y sales de amonio cuaternarias, la
contaminacion aportada por los reactivos usados en
la produccion de los principios activos o la contamina-



cion aportada por el uso de catalizadores o disolven-
tes recuperados.

Los métodos basados en cromatografia de gases
y cromatografia de liquidos acopladas a espectrome-
tria de masas, GC-MS y LC-MS, respectivamente, son
claras alternativas para la confirmacién y cuantifica-
cion de estas sustancias. En este articulo se mostrara
un método basado en el protocolo de la USFDA em-
pleando LC-MS/MS de triple cuadrupolo para la cuan-
tificacion de seis nitrosaminas presentes en el farmaco
Valsartan. Concretamente, el analizador de triple cua-
drupolo aporta una gran rapidez y sensibilidad en la
medida, a la vez que simplifica enormemente el pro-
ceso analitico con respecto a los instrumentos de alta
resolucion.

Materiales y métodos

Las nitrosaminas estudiadas fueron: N-nitrosodimeti-
lamina (NDMA), N-nitrosodietilamina (NDEA), acido
N-nitroso-N-metil-4-aminobutirico (NMBA), N-nitro-
soetilisopropilamina (NEIPA), N-nitrosodiisopropilami-
na (NDIPA) y N-nitrosodibutilamina (NDBA).

Para la separacion de las mencionadas nitrosami-
nas se empled una columna Shim-pack Velox PFPP
(250 mm x 4,6 mm, 5 ym). El instrumento usado fue
un UHPLC Nexera serie 40 de Shimadzu y un espec-
trometro triple cuadrupolo de masas LCMS-8045 de
Shimadzu equipado con una fuente APCI.

Las condiciones cromatograficas fueron las si-
guientes: temperatura de horno 40 °C, flujo 0,5 mL/
min, fase movil A 0,1% 4acido férmico en H,0, fase
movil B 0,1% acido férmico en MeOH, volumen de
inyeccion 20 pL, temperatura de la muestra 5 °C, gra-
diente de 40% de B a tiempo O min, subida a 55%
hasta tiempo 3 min y mantenido hasta tiempo 6,5
min, subida a 65% de B hasta tiempo 8,2 min y man-
tenido hasta tiempo 10 min, subida a 90% de B has-
ta tiempo 10,1 min y mantenido hasta tiempo 13
min, bajada a 40% de B hasta tiempo 13,1 min y
mantenido hasta tiempo 15 min.

Las condiciones experimentales en espectrometria
de masas fueron las siguientes: ionizaciéon APCI en
modo positivo, gas de nebulizaciéon 3 L/min, tempera-
tura de la interfase 350 °C, temperatura del DL (linea
de transferencia) 200 °C, temperatura del bloque
200 °C y gas de secado 5 L/min.
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Las transiciones de los iones para cada uno de los
analitos medidos fueron las siguientes:

¢ NDMA: 75,20 > 43,00 (Cuantificador); 75,20 >
58,00 (Cualificador).

e NDEA: 103,00 > 29,00 (Cuantificador); 103,00
> 75,10 (Cualificador).

e NMBA: 146,90 > 117,15 (Cuantificador);
146,90 > 44,10 (Cualificador).

e NDIPA: 131,20 > 89,05 (Cuantificador); 131,20
> 43,10 (Cualificador).

e NEIPA: 117,20 > 75,10 (Cuantificador); 117,20
> 27,10 (Cualificador).

e NDBA: 159,00 > 29,20 (Cuantificador); 159,00
> 103,00 (Cualificador).

¢ NDMA-D6: 81,10 > 46,10 (Patrén interno).

e NDEA-D10: 113,10 > 81,15 (Patron interno).

La cuantificacién se llevé a cabo por el método de
patréon interno sobre una calibracion de hasta 100 ng/
mL, ofreciendo un coeficiente de correlacién de 0,999
en todos los casos. Se llevaron a cabo estudios de re-
cuperacion haciendo adiciones de 0,005 ppm y obte-
niendo resultados satisfactorios.

La preparacion de la muestra se hizo pesando 100
mg de Valsartdn en un tubo Eppendorf de 2 mLy se
disolvio en 1 mL de una mezcla H,0:MeOH 1:1. A
continuacion, se afiadieron 0,050 mL de la mezcla de
patrones internos de una concentraciéon de 100 ng/
mL y se agité. Se centrifugd la disolucién a 10.000
rom a 15 °C durante 10 min. El sobrenadante se filtré
directamente al vial de HPLC mediante unos filtros de
jeringa de PVDF de 0,2 ym.

Todas las disoluciones fueron preparadas de nue-
vo a diario.

Resultados

Los resultados cuantitativos obtenidos se resumen en
la tabla 1. Se pueden apreciar muy buenos limites de
deteccién (LOD) y cuantificacion (LOQ). Concretamen-
te, en el NDMA llegamos a limites de cuantificacién
de 0,5 ng/mL bajo las condiciones experimentales
descritas. Eso significa unos niveles de 0,0050 ppm de
NDMA en el producto. Estos LOQs son buenos y se
consiguen siguiendo el método propuesto basado en
el protocolo de la FDA, aunque los laboratorios de
aplicaciones de Shimadzu han llevado a cabo experi-
mentos llevados que consiguen rebajar estas cifras
por debajo de los 0,30 ng/mL empleando esta misma
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Tabla 1. Valores de LOD y LOQ para las 6 nitrosaminas estudiadas en Valsartan.

Description Unit NDMA NDEA NMBA NDIPA NEIPA NDBA
ng/mL 0,250 0,100 0,250 0,100 0,050 0,250
LOD
ppm 0,0025 0,0010 0,0025 0,0010 0,0005 0,0025
ng/mL 0,50 0,25 0,50 0,25 0,10 0,50
LoQ
ppm 0,0050 0,0025 0,0050 0,0025 0,0010 0,0050
ng/mL 0,50-100 0,25-100 0,50-100 0,25-100 0,10-100 0,50-100
Range
ppm 0,005-0.10 0,0025-0,10 0,005-0,10 0,0025-0,10 0,001-0,10 0,005-0,10

instrumentacién, LCMS-8045. Los niveles de sensibili-
dad de los espectrometros de masas de mayor gama,
a saber, LCMS-8060NX de Shimadzu, permiten alcan-
zar LOQs para la NMDA de 0,1 ng/mL.

Para alcanzar altos niveles de sensibilidad, no solo
es necesario el empleo de una instrumentacién ade-
cuada, sino que también es muy importante cuidar
detalles de la preparacién de muestras y condiciones
de analisis. A continuacién, se mencionan algunas re-
comendaciones importantes para obtener los mejores
resultados.

La necesidad de tener buenos blancos es de suma
importancia en todo analisis. Sin embargo, en este
caso cobra incluso mayor relevancia al tratarse de
transiciones de masas muy pequefas que son suscep-
tibles de ser interferidas por contaminantes existentes
en los propios disolventes o incluso en los gases em-
pleados. Por tanto, se recomienda tener precauciones
como el uso de disolventes de alta calidad vy filtros
adecuados para los gases empleados para mejorar el
nivel de ruido en nuestros cromatogramas de MRM.
Incluso el empleo de una valvula “diverter” que man-
de a desecho el eluyente cromatogréfico que no sea
de interés preservara el equipo de ser contaminado.
En este mismo sentido, es sumamente recomendable
una limpieza periédica con MeOH de la “corona
needle” empleada en la fuente APCI, para prevenir
contaminacién de la misma y la correspondiente subi-
da de la linea base.

En la figura 1 se puede apreciar el nivel de sefal
de la transicion 75,20 > 43,00 en el blanco y en el
punto del calibrado a 1 ng/mL. Aungue tenemos una
buena sefal del analito, la bajada en el fondo de esta
sefial nos permitiria tener mucho margen de mejora
en la sensibilidad sin necesidad de cambiar a una ins-
trumentacién mas capaz.

El ejemplo de la nitrosamina NDMA es muy ade-
cuado para ilustrar dénde podemos mejorar el rendi-
miento general del analisis. Centrandonos ahora en
los parametros instrumentales, las transiciones con
masas pequenas del tipo 75,20 > 43,00, requieren de
una serie de cuidados adicionales en la puesta a pun-
to de los parametros del analizador. Asi, la optimiza-
cion fina de los voltajes de enfoque y de la presién del
gas de colision de la celda (CID), juegan papeles muy
importantes en el andlisis de las nitrosaminas. Se trata
de masas muy pequefas que deben ser tratadas de
manera algo distinta a las que cominmente se anali-
zan por triple cuadrupolo. La ventaja en este punto de
los triples cuadrupolos de Shimadzu radica en que
tanto las lentes de enfoque como las prebarras de los
cuadrupolos nos pueden ayudar a un correcto enfo-
gue de estas pequefas masas y se pueden personali-
zar para cada transicion. Concretamente, este aspecto
es exclusivo de los triples cuadrupolos de Shimadzu.
El resultado es una mejor transmision ionica y mayor
sensibilidad.

Finalmente, remarcar que la estabilidad de algu-
nas nitrosaminas como la NMDA es bastante pobre
en condiciones &cidas, por lo que es bueno tener la
precaucién de preparar diariamente las muestras y
patrones.

Figura 1. Cromatograma del blanco y del patréon 1 ng/mL
de NDMA para la transicion 75,2 > 43,0.



Conclusiones

La técnica de cromatografia de liquidos acoplada a
espectrometria de masas de triple cuadrupolo se con-
firma como una alternativa adecuada para la determi-
nacién de nitrosaminas en productos farmacéuticos a
los niveles de sensibilidad requeridos por la USFDA. La
extensa y robusta gama de triples cuadrupolos de Shi-
madzu ha demostrado tener capacidad para llevar a
cabo este tipo de analisis con éxito, alcanzando inclu-
so limites de cuantificacién de 0,1 ng/mL de NDMA.
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EMPOWERING RESULTS

DETERMINACION DE MOSH/MOAH
MEDIANTE GC x GC-TOFMS

Key Words: MOSH, MOAH, hidrocarburos saturados
de aceites minerales, hidrocarburos aroméaticos de
aceites minerales, GC x GC, TOFMS.

Introduccion

La preocupacion en torno a la contaminacién de ali-
mentos por hidrocarburos procedentes de aceites mi-
nerales (MOH) ha crecido desde 2012, cuando la Au-
toridad Europea en Seguridad Alimentaria (EFSA) los
sefialé como una potencial amenaza para la salud. Los
MOH son clasificados en dos subclases principales:
MOSH (Hidrocarburos Saturados de Aceites Minera-
les) incluyendo lineales, ramificados y cicloalcanos al-
quilsustituidos, y MOAH (Hidrocarburos Aromaticos
de Aceites Minerales) fundamentalmente hidrocarbu-
ros (poli) aromaticos alquilsustituidos como alquilben-
cenos, alquilnaftalenos, etc.

En relacién con los métodos de analisis, dos op-
ciones han sido propuestas para la cuantificacion de
estas sustancias: 1) un método “off-line” consistente
en una extracciéon en fase solida (SFE) seguido por un
analisis GC-FID, y 2) el méas popular, un método on-li-
ne LC-GC-FID. Sin embargo, dependiendo de la ma-
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Sin embargo, la consecucion de estos buenos niveles
de sensibilidad tiene también mucho que ver con el
cuidado de las condiciones experimentales y la pureza
de los disolventes y reactivos empleados.
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triz, ambos presentan imprecisiones y suponen un
gran reto desde un punto de vista cualitativo/cuanti-
tativo debido a la falta de un método de confirmacién
asociado (p.ej.: GC-MS, GC x GC-MS).

En este sentido, el sistema Pegasus BT 4D
GC x GC-TOFMS de LECO puede ayudar a esclarecer
la complejidad de las muestras alimentarias contami-
nadas, proporcionando capacidades superiores en
cuanto a resolucion cromatografica e identificacion.
De hecho, como ha sugerido la opinién de la EFSA, la
tecnologia GC x GC-MS debe ser usada como herra-
mienta de confirmacion de aquellos resultados in-
ciertos.

Como ejemplo de su extraordinario poder de re-
solucion, es posible diferenciar los MOSH de los POSH
(Hidrocarburos Saturados de Poliolefinas Oligoméri-
cas) y/o los MOAH de sustancias biogénicas como los
terpenoides. Ambos, los POSH y los terpenoides, son
interferentes y a menudo se cuantifican como MOSH
0o MOAH por error cuando se emplean las metodolo-
gias convencionales (p. ].: LC-GC-FID), conduciendo,
por tanto, a resultados erroneos.

Ademas del mejorado poder de separacion y la
confianza en la identificacion, la herramienta “Clasifi-
caciones” del software ChromaTOF de LECO puede ser
aplicada de forma rutinaria para reunir rdpidamente
informacién de las muestras sobre la presencia de una
clase quimica especifica como hopanos, esteranos o los
recientemente enfatizados MOAH de 3 a 7 anillos.

Esta nota describe el trabajo realizado mediante
GCXGC-TOFMS para separar e identificar las fraccio-
nes MOSH y MOAH de sustancias biogénicas presen-
tes normalmente en una muestra de comino.
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Experimental

Se obtuvo un extracto de comino y las fracciones
MOSH y MOAH individuales fueron separadas, con-
centradas (a ~100 L) e inyectadas en un sistema Pe-
gasus BT 4D GC x GC-TOFMS usando la aproximacion
de fraccionamiento por acoplamiento directo LC-GC.

Previo al andlisis de la especia, también se inyectd
como referencia, y usando el mismo procedimiento,
una muestra patrén llamada VGO-IS, constituida por
una fraccion de petroleo fortificada con el patron in-
terno de MOSH/MOAH (Restek Corporation, #31070).

Los parametros experimentales GC x GC-TOFMS
estan recogidos en la Tabla 1.

Resultados y discusion

El analisis de la muestra de referencia VGO-IS (obteni-
da mediante mezclado a vacio de Gas Oil VGO-rango
de carbono > C50) con el patron interno de MOSH/
MOAH, permitié la creacion de un gréafico de contor-
no de referencia que incluia todas las clases de com-
puestos mas relevantes a investigar en el campo de los
MOSH /MOAH. La figura 1 muestra el grafico de con-
torno de la inyeccién de dicha muestra.

Como evidencia la figura 1, el extraordinario po-
der de la tecnologia GC x GC permite la separacion
de muchas clases de compuestos, resultando un gra-
fico de contorno muy estructurado. Se eligié una con-
figuracién de columnas “reversa” debido a su especi-
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Tabla 1. Parametros experimentales GCxGC-TOFMS para el
andlisis de extracto de comino

GCxGC LECO GCxGC QuadJet™ Thermal
Modulator

Injection 2 uL, Splitless mode (330 °C)

Columns 'D: Rxi-17 SiIMS, 12 m x 0.25 mm i.d.
x 0.25 pm coating (Restek)
2D: Rxi-1 HT, 1.05 m x 0.25 mm i.d.
x 0.25 pm coating (Restek)

Carrier Gas He; 1 mL/min constant flow

Oven Program 40 °C (hold 1 min), ramp 5 °C/min to

360 °C, hold 10 min

Secondary Oven +7 °C

Modulation (P,,) 5s

Transfer Line 340 °C

MS LECO Pegasus BT 4D

lon Source Temp | 280 °C

Mass Range 40-700

Acquisition Rate | 200 spectra/s

fica capacidad para resolver clases quimicas de otra
manera probleméticas de separar usando la configu-
racion “normal” (p. €j. n-i parafinas de los POSH). La
configuracion de fase reversa también permitié una
clara separacion de los hopanos (m/z 191), considera-
dos como prueba de contaminacién por aceite mi-
neral. Estos marcadores estdn a menudo presentes a
nivel de trazas y son muy dificiles de separar y/o de-
tectar con la metodologia LC-GC-FID. Asi mismo, gra-

Figura 1. Gréfico de contorno GC x GC-TOFMS de la muestra VGO + el patrén interno MOSH/MOAH (VGO-IS).



cias a la combinacion de las tecnologias GC x GC y
TOFMS, éstos son claramente resueltos y muestran un
caracteristico patron de elucién. Lo mismo puede ob-
servarse para los esteranos, que eluyen ligeramente
por encima de los hopanos y pueden ser facilmente
rastreados empleando la m/z 217.

Finalmente, se realizd una precisa evaluacion de
las capacidades de separacion en el seno de la frac-
cion MOAH para asegurar una adecuada resolucion
de estructuras aromaticas. Esto fue necesario de
acuerdo con la mas reciente recomendacion de la UE
de 2019, que resalta la importancia de los compues-
tos aromaticos policiclicos de 3 a 7 anillos (3-7 PAC)
desde un punto de vista toxicoldgico.
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A continuacion, se analizaron también las fracciones
de MOSH y MOAH de los extractos de comino em-
pleando el mismo sistema Pegasus BT 4D GC x GC-TO-
FMS, la misma configuracién y misma aproximacion
para el tratamiento de datos. El principal objetivo del
analisis fue determinar la presencia de MOSH y MOAH
y de otros interferentes que pudieran afectar a los resul-
tados de cuantificacién mediante LC-GC-FID.

La figura 2 muestra la presencia de hopanos en la
fraccion MOSH del comino, confirmando la presencia
de contaminaciéon por aceite mineral, mientras que la
figura 3 muestra la presencia de marcadores especifi-
cos MOAH, como los Diisopropilnaftalenos (DIPN) y
los Dibenzotiofenos (DBT), procedentes probablemen-
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Figura 3. Deteccién y clasificacion de los DIPN y los Dibenzotiofenos en la fraccion MOAH del comino.
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Figura 4. Deteccién y clasificacion de hidrocarburos mono-, di-, triarométicos en la fraccion MOAH del comino.

te de la tinta para el embalaje y los sacos de yute
empleados en el transporte de la especia después de
su cosecha, respectivamente.

Junto a estos marcadores de contaminacion, se
confirmé también la presencia de otros compuestos
aromaticos. Como ejemplo, la figura 4 muestra la cla-
sificacion de hidrocarburos mono-, di-, y tri- aromati-
cos en la fraccion MOAH. Todas estas familias quimi-
cas han sido automéaticamente detectadas aplicando
la herramienta “Clasificaciones” del software Chro-
maTOF de LECO, una vez establecida como referen-
cia la muestra VGO-IS.

Ademas, se detectd un grupo de sustancias adi-
cional, algunos sesquiterpenos biogénicos presentes
habitualmente en el comino. La figura 5 muestra la
posicion de este grupo de compuestos en el grafico
de contorno parcialmente solapada con la fraccion
monoaromatica y la identificacién de uno de los com-
puestos encontrados como ejemplo (amorphene,
850/1000). Dicha informacion es sélo una muestra de
como la tecnologia GC x GC en combinacion con el
poder de la Espectrometria de Masas de Tiempo de
Vuelo (TOFMS) de LECO pueden mejorar la confianza
del usuario cuando cuantifica y evalla muestras
MOSH/MOAH.

m/z 161.15

Figura 5. Sesquiterpenos positivamente identificados debido a su presencia natural en el producto.



Conclusiones

Se ha demostrado que la tecnologia GCxGC-TOFMS
de LECO es una opcion perfecta para la confirmacion
de la presencia de contaminantes MOSH/MOAH en
muestras de alimentos. De hecho, tal y como reco-
mienda la opinién de la EFSA, se ha llevado a cabo un
analisis confirmatorio por GCxGC-TOFMS en el ex-
tracto de comino. Este determind la presencia de una
contaminaciéon MOSH/MOAH, pero también la pre-
sencia de sustancias biogénicas naturales no pertene-
cientes a estas fracciones y que posiblemente distor-
sionan los resultados cuantitativos obtenidos con los
métodos convencionales.

Las actividades en curso, basadas en el enfoque
anteriormente descrito, incluyen el estudio de una
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amplia gama de matrices complejas, el uso de detec-
ciéon FID para el andlisis cuantitativo, asi como el de-
sarrollo y la finalizacion de una herramienta de sof-
tware adecuada para realizar un andlisis optimo y
completo de MOSH /MOAH.
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Agilent

Trusted Answers

SISTEMA LC AGILENT 1290 INFINITY I
BIO. ELEVADA EXIGENCIA, ALTO RENDI-
MIENTO E INMENSA FIABILIDAD

El sistema LC 1290 Infinity Il Bio ofrece todas las ven-
tajas del sistema LC 1290 Infinity Il de 1.300 bares,
ademas de una ruta de flujo biocompatible para los
andlisis de ultra alta eficacia de atributos de calidad
criticos y una transferencia de método directa en la
industria biofarmacéutica:

e Automatizaciéon de valvulas biocompatibles
Aproveche la alta productividad, el sistema de
cuidado avanzado y la reduccion de la interac-
cién manual.

¢ Numerosas opciones de deteccidon Mantenga la
integridad de la muestra con los sistemas de
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deteccién optica de alta sensibilidad (DAD,
VWD, FLD y ESLD) asi como deteccién por ma-
sas compatible con toda la familia de espectré-
metros de masas de Agilent.

* Manejo de columnas versatil. Aproveche la gran
adaptabilidad y la estabilidad de temperatura
para llevar a cabo los andlisis mas complejos.

¢ Versatilidad de muestreo integrada. Consiga un
alto nivel de adaptabilidad y flexibilidad en
cuanto a volimenes de inyeccién y contenedo-
res de muestra.

* Bombeo de disolvente de gran fiabilidad Lleve
a cabo mezclas biocompatibles de gradiente a
alta presion para obtener una eficiencia croma-
togréfica extremadamente elevada.

Para obtener mas informacion, visite www.agi-
lent.com/chem/1290-bio-lc.DE.2588310185

El sistema 1290 Infinity Il Bio LC (binario o cuater-
nario) es un UHPLC que consta de material biocom-
patible para su uso en biofarmacia (por ejemplo, atri-
butos de calidad criticos) y otras aplicaciones que
utilizan condiciones de pH extremo y alto contenido
de sal. La biocompatibilidad asegura la integridad de
sus biomoléculas y la robustez del sistema.
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http://www.agilent.com/chem/1290-bio-lc
http://www.agilent.com/chem/1290-bio-lc

Basado en la probada tecnologia LC 1290 Infini-
ty II, el sistema ofrece una facil transferencia de mé-
todos, también desde la instrumentacion heredada, y
ahorra tiempo y esfuerzo dedicado a la capacitacion.
Proporciona la resoluciéon mas alta y la dispersion mas
baja a presiones de hasta 1300 bar. Hay disponible
una variedad de celdas de flujo biolégico para la de-
teccion sensible de rayos ultravioleta. o

Caracteristicas

e El disolvente biocompatible y la trayectoria del i
flujo de la muestra garantizan la integridad de
las biomoléculas y minimizan la interacciéon su-
perficial no deseada.

e Flexibilidad para todas las aplicaciones, a través .
de una amplia potencia, temperatura y rango
de inyeccion escalable automéaticamente, y op-
ciones de gradiente (mezcla de solventes bina-
rios y cuaternarios).

¢ El volumen de retardo mas bajo en todo el sis-
tema permite la resolucién cromatografica mas o
alta y la dispersién mas baja.

¢ La alta tolerancia a la sal y el amplio rango de
pH ofrecen mayor flexibilidad y robustez para
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aumentar el tiempo de actividad del instru-
mento.

Basado en la probada tecnologia 1290 Infinity Il
para una facil transferencia de métodos, tam-
bién de instrumentacién heredada, y menos es-
fuerzo de capacitacién.

Los cajones de microplacas poco profundos ad-
miten una carga maxima de 6.144 muestras
para una capacidad de muestra inigualable.

El rango de potencia combina una presién ultra
alta de hasta 1.300 bar y altos indices de flujo
analitico de hasta 5 ml/min para un rendimiento
maximo de UHPLC.

Los diferentes accesorios biolégicos incluyen
una gama de intercambiadores de calor biologi-
cos, kits de capilares bioldgicos, bucles bioldgi-
cos y cabezales analiticos para cubrir todas las
diferentes necesidades de aplicacion para la ver-
satilidad y eficiencia de los instrumentos.

Una amplia gama de capacidades de deteccion
Optica sensible con varias celdas de flujo para
deteccién de VWD, DAD, FLD, Bio MDS o LC/
MS para una mayor adaptabilidad.

Especificaciones

Biocompatible Si
Capacidad de columnas 8
Lector de identificacién de columnas Opcional
Profundidad 468 mm

Rango de flujo Hasta 5 mL/min

Rango de inyeccion e 0.1-100 pL

e 0.1 hasta 1500 pL con Multi Draw Kit

Tecnologia de Emulacién de Sistemas Opcional
Inteligente (ISET)
Voltaje 100-240 VAC
NUmero méximo de solventes e 2 (Bomba de Alta Velocidad): 2 de un méaximo de 26 solventes
e Vélvula interna de selecciéon de 4 solventes incluida
e Valvula externa 2 x 12 solventes opcional, totalmente integrada en el control de la bomba
e 4 (Bomba Flexible): Vélvula interna de formacion de gradientes 4 solventes interna
e Valvula externa 2 x 12 solventes opcional, totalmente integrada en el control de la bomba
NUmero maximo de zonas de temperatura | 2

Tipo de bomba

Binaria (Bomba de Alta Velocidad), Cuaternaria (Bomba Flexible)

Caracteristicas especiales

e Blend Assist
e Software Buffer Advisor

Rango de presién de Sistema operativa

Hasta 1300 bar

Tipo de sistema

Gradiente Bio-analitico

Anchura

435 mm
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ThermoFisher
SCIENTIFIC

Simplifique los retos analiticos mas complejos y logre
una calidad de los datos excelente con el espectréme-
tro de masas para GC Thermo Scientific™ Orbitrap™
Exploris™ 240. Al proporcionar informacién cualitati-
va y cuantitativa concluyente, este sistema de GC-MS
de masas precisas de alta resoluciéon se adapta a los
cambios de los requisitos de los laboratorios de inves-
tigacién para la identificacion y cuantificacion de
compuestos. Gracias al perfilado de la deteccion, la
metabolémica y la cuantificacion aplicada, los cienti-
ficos obtienen un acceso incomparable a los datos y
los resultados con abundante informacion.

Experimente un rendimiento innovador en el ana-
lisis de GC-MS de alta resolucion para obtener la in-
formacion maés detallada a partir de una muestra.

El espectrometro de masas para GC Orbitrap™
Exploris™ 240:

¢ Le permite obtener la respuesta correcta a la
primera.

thermo scientific

Lead discovery

Orbitrap Exploris GC 240 mass spectrometer

Delivering broader and deeper insights

e Ofrece la flexibilidad necesaria para adaptarse a
las necesidades cambiantes gracias a su preci-
sibn de masa, su rango dinamico y su robustez
superiores.

¢ La configuracion de instrumentos inteligente y
la interfaz de usuario intuitiva proporcionan un
acceso total a cualquier usuario, independiente-
mente de su nivel de especializacion.

e Ofrece una resolucién sin precedentes de
240.000 (a m/z 200) para brindar una precision
de masa inferior a 1 ppm y una reduccién de la
sensibilidad en concentraciones de hasta partes
por billén (ppt).

¢ Mantiene la sensibilidad del sistema en todos
los niveles de resolucién de masas, por lo que la
relacion entre sensibilidad y resolucion no se ve
comprometida.

¢ Proporciona un rendimiento repetible inyeccién
tras inyeccion para facilitar los descubrimientos
en estudios con un gran numero de muestras.

Visite: https://www.thermofisher.com/order/cata-
log/product/BRE725537#/BRE725537

Fi
SCIENTIFIC
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THE LAB SOURCING GROUF

PATRONES ORGANICOS SCHARLAU

El uso de patrones es imprescindible en cualquier téc-
nica analitica. El uso de patrones nos permite calibrar
el equipo y el procedimiento, asi como comprobar
que funciona correctamente.

Scharlab ofrece una amplia gama de estandares
analiticos organicos para analisis de residuos
medioambientales, pesticidas, metabolitos, deutera-
dos y compuestos marcados con '*C entre otros.

El catdlogo de patrones organicos Scharlau se di-
vide en las siguientes categorias:

e Patrones puros.
* Patrones monoelementales en disolucién.
¢ Patrones segun Métodos EPA.

e Patrones segun Métodos ASTM.

s::(.’:)au

The wise choice

Patrones organicos

Cromatografia y Técnicas Afines

e Patrones seguin Métodos ISO.
* Patrones segun Métodos EN.
e Patrones Contaminantes.

Todos los patrones organicos Scharlau son ade-
cuados para GC/GC-MS, HPLC/HPLC-MS y estan dis-
ponibles en diferentes envases y concentraciones.

Cada patrén es rigurosamente comprobado vy
analizado como un producto terminado y se suminis-
tran acompanados del Certificado de Andlisis. La fa-
bricacién y el andlisis de control de calidad es realiza-
do en un laboratorio acreditado segun las normativas
ISO 17025 y ISO 17034.

Existe una gran variedad de analitos, muestras y
matrices, por lo que a veces es dificil encontrar un
patrén que se ajuste a los requisitos de cada cliente.
Por esta razdn, Scharlab ofrece la posibilidad de fabri-
car patrones organicos a medida.

Los patrones organicos fabricados a medida son
fabricado bajo las mismas condiciones que los pro-
ductos incluidos en nuestro catdlogo y de acuerdo
con las normativas ISO 17025 y ISO 17034.

https://www.scharlab.com/publicaciones-publica-
cion.php?p=1218
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INSTRUMENTS

SCION Instruments NL BV (”Scion Instruments”), del
grupo Techcomp Instruments Limited (TIL), se compla-
ce en anunciar que el dia 15 de abril de 2021 llegé a
un acuerdo para adquirir las lineas de producto Teled-
yne Tekmar Headspace HT3 y Versa de Teledyne Ins-
truments, INC.”

Ambas partes han comenzado a trabajar en la
transferencia de la produccion de los sistemas Teledy-
ne Headspace y al final de este proceso, SCION Instru-
ments podra proporcionar a sus clientes sistemas
Headspace de la marca SCION lideres en el mercado.

Como parte del acuerdo, SCION Instruments ha
asumido la responsabilidad inmediata del suministro
global de repuestos y soporte técnico y comercial para
los dos productos Headspace.

Esta adquisicion es un hito clave, ya que SCION
Instruments realiza su estrategia para proporcionar
productos de clase mundial, mejorados por sistemas
de introduccion de muestras totalmente automati-
zados que permiten a SCION Instruments seguir el

crecimiento y la estrategia para brindar a nuestros
clientes una gama completa de instrumentaciones y
aplicaciones.

Esta adquisicién aumentara la presencia de SCION
Instruments y Techcomp en el mercado de la croma-
tografia analitica y permitira a SCION Instruments res-
ponder a la creciente necesidad de aplicaciones y ana-
lisis cada vez mas complejos utilizando la Ultima
generacion de sistemas de introduccion de muestras.

Los clientes de Teledyne Tekmar HT3 y Versa
Headspace se beneficiaran al tener acceso a nuestro
servicio global y equipos de soporte, al tiempo que
brindan a los clientes nuevos y existentes productos
de vanguardia en espacio de cabeza.

Teledyne Tekmar Headspace tiene una sélida re-
putacién en el mercado y esta adquisicion nos permi-
tird ofrecer a nuestros clientes muestreadores de
headspace robustos y fiables. También contamos con
una creciente red global de ventas y servicio que pue-
de proporcionar a nuestros clientes el soporte y las
aplicaciones necesarias para cumplir con sus exigen-
tes requisitos”.

Mas informacion en:
https://scioninstruments.com/fr/news/scion-instru-
ments-acquires-teledyne-tekmar-headspace-pro-
duct-lines/

https://scioninstruments.com/?p=40535
https://scioninstruments.com/?p=40515

Ver Application note:
https://scioninstruments.com/wp-content/

uploads/2020/12/ANO30_TOGA-Analysis-with-Heads-
pace-Sampler_2019.1.pdf

D
SCIOM
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WWW.scioninstruments.es
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ANALISIS DE MCPD Y GLICIDOL EN ALI-
MENTOS MEDIANTE LA ESTACION DE
TRABAJO CHRONET MCPD

Desde Sugelabor S.A. como distribuidor exclusivo en
Espafa de la empresa Axel Semrau, nos complace
presentarles la Estacion de Trabajo para la deter-
minacién totalmente automatica de MCPD y gli-
cidol en alimentos desarrollada por nuestro represen-
tado.

El 3-monocloro-1,2-propanodiol (3-MCPD), el
2-monocloro-1,3-propanodiol (2-MCPD) y el glicidol
se encuentran entre los contaminantes relacionados
con los procesos de produccién en los alimentos que
contienen aceite y grasas. Se forman durante el pro-
ceso de refinado necesario en la produccién de acei-
tes. Se sospecha que el 3-MCPD dafia el ADN vy es
cancerigeno. La Autoridad Europea de Seguridad Ali-
mentaria (EFSA) especifica 2 pg / kg de peso corporal
como el nivel de ingesta diaria tolerable para 3-MCPD.
También se sospecha de efectos nocivos del 2-MCPD
y del glicidol ya han sido demostrados.

El andlisis de estos contaminantes es cada vez mas
importante debido a su caracter carcinogénico y se
han desarrollado diferentes métodos para su determi-
nacién. La CHRONECT Workstation MCPD ofrece
una solucién totalmente automatizada para los cuatro
métodos comunes.

Ventajas de la automatizacion con CHRONECT
Workstation MCPD

e Automatizacion de los cuatro métodos comu-
nes: ISO 18363-1, ISO 18363-2, ISO 18363-3y
Draft ISO 18363-4.

Cromatografia y Técnicas Afines

¢ Sistema actualizable a cambios en los estanda-
res y a todos los métodos.

¢ Mejora del tiempo de respuesta.
¢ Alta precision y reproducibilidad.

e Sin arrastre debido a la tecnologia de cambio de
herramienta robdtica.

¢ Valores en blanco bajos debido al flujo de tra-
bajo optimizado.

¢ Concepto independiente del fabricante.
¢ Equipo de soporte especialmente capacitado.

¢ Bajo mantenimiento debido a tecnologia limpia
con ISO 18363-1.

i

Figura 1. Estaciéon de trabajo CHRONECT MCPD con
Bruker EVOQ GC-TQ.

51



52

NOVEDADES TECNICAS

Aplicacion DGF Fast & Clean - ISO 18363-1

Axel Semrau recomienda este método, también cono-
cido como DGF C-VI 18 (10) o AOCS Cd 29c- 13,
como el mas potente. Por tanto, es la base de la pri-
mera automatizacion. Aqui, se ha desarrollado una
version optimizada en términos de rendimiento de
muestras y robustez para operacion automatizada:
DGF Fast & Clean.

La preparacion de muestras estd completamente
automatizada en el inyector automatico robdtico
CHRONECT. Al mismo tiempo, se elimina un paso de
EVAPORACION, que se ha demostrado que no mejora
la precision de la medicion.

Un paso mas fue integrado con la Clean-Technolo-
gy de desarrollo propio y, por lo tanto, se creé el mé-
todo “DGF Fast & Clean”. Es posible una aplicaciéon
tanto para 3-MCPD como para 2-MCPD, asi como
para la determinaciéon del contenido de glicidol. En
este proceso, los analitos unidos a los acidos grasos se
transforman primero a su forma libre respectiva. La li-
beracion de los ésteres de acidos grasos se produce
por transesterificacion.

Segun el método DGF, se requieren dos enfoques
en la preparacion de la muestra para la determinacion
del contenido de glicidol. DGF Fast & Clean permite
llegar a una conclusién en poco tiempo. El primer re-
sultado estad disponible tras solo 48 minutos para la
muestra completa. El software CHRONOS vy el auto-
muestreador CHRONECT Robotic permiten un proce-
samiento anidado en el tiempo de analisis de las
muestras. Por lo tanto, los siguientes resultados estan
disponibles mas rapidamente. Por tanto, Axel Semrau
recomienda este método como el método mas po-
tente para el analisis de rutina de 3-MCPD, 2-MCPD
y glicidol.

Ventajas de DGF Fast & Clean:

e Excelente para analisis de rutina, inspeccion de
mercancias entrantes o andlisis en linea.

Aplicaciéon 3 en 1 - ISO 18363-2

Normalmente, el analisis de 2-MCPD, 3-MCPD vy glici-
dol se realiza a partir de muestras de grasa o aceite. Si
se trata de un alimento compuesto, el primer paso es
aislar la grasa de las muestras, lo que se puede realizar
mediante extraccion acelerada por solvente. Para libe-
rar los analitos, la grasa debe transesterificarse. Des-
pués de la conversion a la forma requerida para la
medicién (derivatizacion), se realiza el andlisis por cro-
matografia de gases - espectrometria de masas.

Este método, también denominado AOCS Cd
29b-13, se basa en una liberacién alcalina lenta de
MCPD vy glicidol de los derivados de éster. Este proce-
dimiento dura 16 horas a =22 °C, deteniendo la rup-
tura con una solucién acida de bromuro de sodio y
formando 3-MCPD como en otros métodos. Por GC-
MS, el 2-MCPD y els3-MCPD se cuantifican juntos en
un paso después de la derivatizacién con PBA.

La estacion de trabajo CHRONECT MCPD automa-
tizada puede equiparse con una unidad de evapora-
cion adicional, utilizada recientemente para otros mé-
todos como AOCS Cd29a-13 y AOCS Cd29c-13, para
permitir mediciones incluso en un sistema de espec-
trometria de masas de cuadrupolo Unico con LOQs
comparables.

Por lo tanto, el médulo 3 en 1 es una excelente
ventaja para su laboratorio en un entorno rutinario
con datos confiables. El método presentado tiene la
ventaja de que se puede analizar una muestra para
2-MCPD, 3-MCPD vy glicidol en una sola ejecucion.

e Excelente robustez del sistema. |

¢ Proteccion del GC-MS.

¢ Ampliaciéon de los intervalos de manteni-

( )

Internal standards and

miento. Agitater fer CHRONECT Cooled Tray
King derivatization agent

Vortexer for
heal o el
eating for -22 °C

| Teol Parkstation
Solven! storage
Tray holder for sampie

storage (2 mL) Wash station for

syringes

Figura 2. Configuracién esquematica CHRONECT Robotic para el mé-
todo MCPD 18363-2.



Aplicaciéon Unilever - ISO 18363-3

Ermacora y Hrncirik de Unilever publicaron original-
mente el método AOCS Cd29a-13 en 2013. De ahf el
nombre coloquial “método Unilever”.

En este método, los ésteres de glicidilo se con-
vierten inicialmente en éster 3-monobromopropa-
no-1,2-diol (3-MBPD-E) en presencia de bromuro. Pos-
teriormente, los tres contaminantes unidos a éster se
escinden de los acidos grasos en condiciones acidas y
temperatura elevada (40 °C). Los acidos grasos libres
se extraen en un paso posterior y el glicidol ahora li-
bre, 2- y 3-MCPD se derivatizan con acido fenilboro-
nico. Los derivados se extraen y se inyectan en un
sistema GC-MS. Las trazas de iones correspondientes
para los tres derivados proporcionan entonces un cro-
matograma. Ademas, cada analito también muestra
una sefial para la variante deuterada, que se agrega
como patrén interno al principio.

El Unico paso manual en la preparaciéon de la mues-
tra es pesar las muestras de grasa/aceite. La preparacion
posterior esta completamente automatizada, incluida la
inyeccion en un sistema GC-MS. El anélisis de 2-MCPD
y 3-MCPD en una muestra se puede realizar conjunta-
mente en una sola ejecucion. Se pueden preparar varias
muestras simultdneamente. Durante el tiempo de tran-
sesterificacién, obligatorio de 16 horas, se puede utili-
zar el inyector automatico para otras opciones de pre-
paracion de muestra, como diluciones estandar.

Aplicacién Zwagerman - Draft ISO 18363-4

En la transesterificacion alcalina (temperatura ambien-
te), el 3-MCPD libre resultante se convierte muy rapi-
damente en glicidol, lo que conduce a un resultado
erréneo.

En algunos métodos, esta conversion de glicidol
se compensa de forma diferente. A -25 °C, se contro-
la cinéticamente o se vuelve a calcular mediante la
adicion de otro haluro (bromuro de sodio) en una se-
gunda preparacion. Una alternativa es la adicién de
un estandar de éster de 3-MCPD marcado con 'C3,
que permite que la conversion del 3-MCPD se conta-
bilice directamente en una serie de preparacion de
muestras. Por tanto, cada muestra requiere solo una
ejecucion de preparacion de muestra.

Este método modificado fue publicado en 2015
por Zwagerman et al. y representa una alternativa ele-
gante y robusta para el control de procesos. Actual-
mente se encuentra en proceso de estandarizacion y
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también ha sido automatizado con CHRONECT Wor-
kstation MCPD.

ISTD addition

Saponification

Quench
reaction

Matrix removal

Derivatization

Extraction & injection

Figura 3. Secuencia esquematica de la reaccion.

Puesta en marcha

Las estaciones de trabajo CHRONECT estan preinsta-
ladas en Axel Semrau. Dentro del alcance de una ex-
tensa prueba de aceptacion en fabrica (FAT), no solo
se verifica la funcién técnica correcta, sino también el
rendimiento analitico. Esta ejecucion de prueba se re-
pite después de la instalacion como parte de una
prueba de aceptacion del sitio (SAT) en el laboratorio
del cliente. De esta forma, se verifica la precisién ana-
litica. El sistema esta listo para usarse inmediatamente
después de la instalacion. El concepto FAT/SAT garan-
tiza que los sistemas se integren directamente en el
flujo de trabajo del laboratorio y se utilicen de forma
productiva lo més rapido posible.

La formacion y mantenimiento garantizan la dis-
ponibilidad operativa permanente y aseguran que los
conocimientos necesarios para el funcionamiento del
sistema estén disponibles incluso en caso de cambios
de personal.

UGELABOR, S.A.
www.sugelabor.com
|
m Axel Semrau®
EmiBouz

https://www.axelsemrau.de/en/
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NORMAS DE PUBLICACION

La revista Cromatografia y Técnicas Afines (CTA)
(ISSN 1132-1369) es el boletin de la Sociedad Es-
pafiola de Cromatografia y Técnicas Afines (SE-
CyTA) cuya funcion es la de ser un medio de co-
municacion entre sus miembros, los profesionales
que trabajan en cromatografia y técnicas relacio-
nadas y las empresas del sector.

CTA CONSTA DE LAS SIGUIENTES SEC-
CIONES:

1. Editorial.

Articulos cientificos.

3. Noticias de la SECyTA (informacién relacio-
nada con préximas actividades y reuniones de
la SECyTA, y con cualquier tema que afecte a
los socios de la misma).

4. Informaciones (congresos, reuniones, cursos,
nuevas tesis doctorales y otros acontecimien-
tos de interés).

5. Informacion bibliografica (resefia de articulos
cientificos y libros).

6. Novedadesy notas técnicas (seccion de informa-
cion de los nuevos productos y/o aplicaciones de
las empresas colaboradoras con la SECyTA).

7. Correspondencia (preguntas y respuestas sobre
problemas concretos de los lectores de CTA).

ARTICULOS CIENTIFICOS

CTA publica articulos relacionados con técnicas
analiticas (de separacion, de identificacion, etc.),
bien sobre investigaciones en las propias técnicas
o sobre aplicaciones de las mismas. Los autores de
los articulos recibiran una compensacion economi-
ca (300 euros) por cada articulo publicado en CTA.

Normas generales de publicacion

1. Para publicar articulos en CTA no es necesa-
rio ser socio de la SECyTA.

2. Elidioma de la revista y, por tanto de escritu-
ra de los articulos, es el castellano, aunque se
admiten también articulos en inglés.

3. Los articulos pueden ser de los siguientes tipos:

a) Trabajos originales de investigacion.
b) Revisiones bibliograficas.

¢) Articulos de divulgacion.

d) Series monograficas.

Los trabajos deberan estar escritos a doble espacio,
con un tamano de fuente de 10 6 12 pt y cada pagi-
na debera ir numerada. El tamafo de los trabajos
estara comprendido entre 10 y 30 hojas (DIN A4)

incluidas tablas, figuras y bibliografia y deberan
enviarse por e-mail a cualquiera de las siguientes
direcciones:

mlsanz@iqog.csic.es, ana.ruiz@csic.es,
acsoria@iqog.csic.es, mario@iqog.csic.es

Los trabajos de investigacion no deberan haberse
publicado previamente. Antes de su publicacion
todos los trabajos seran revisados por especialis-
tas en el tema, quienes juzgaran la conveniencia
de su publicacion o propondran a los autores las
modificaciones oportunas.

Titulo: Debera ser conciso y reflejar el contenido
del trabajo. A continuacion se citara el nombre de
los autores con la direccion completa de cada uno
de ellos, incluyéndose también el correo electréni-
co y teléfono del autor al que debera remitirse la
correspondencia.

Resumen: De 100 a 150 palabras reflejando de for-
ma clara y concisa el propdsito y los resultados
mas relevantes del articulo.

Texto principal: los trabajos originales de investi-
gacion seguiran el formato tradicional, incluyendo
Introduccion, Materiales y Métodos, Resultados y
Discusion, Conclusiones y Bibliografia.

Bibliografia: Las referencias bibliograficas apare-
ceran en el texto entre paréntesis con el apellido de
los autores y el afio (e.g. Bianco y Edwards, 2008).
Si son mas de dos autores, se citara el apellido del
primero seguido por “y col.,” y el afio de publi-
cacion (e.g. Garcia-Pérez y col., 2007). Si se citan
varias referencias juntas se separaran por punto y
coma (e.g. Smith y col., 1980; Brit y col., 1985). Al
final del articulo las referencias seran ordenadas
por orden alfabético con el siguiente formato:

1) Hirota, T., Ohki, K., Kawagishi, R., Kajimoto,
Y., Mizuno, S. Hypertens. Res. 2007 (30), 489-496.

2) Venter, J. C. “The Emission of Sulfur to the Re-
mote Atmosphere” en The Biogeochemical Cy-
cling of Sulfur and Nitrogen (Eds. J. N. Galloway
y col.). D. Reidel Publishing Co., Dordrech,
Holland (1985), p. 346.

Tablas: Se enviaran con un breve encabezamiento y
numeradas segun el orden de aparicion en el texto.

Figuras: Se enviaran en un archivo diferente, se-
paradas y numeradas por orden de aparicidén en
el texto. Las leyendas deberan incluirse al final del
articulo a continuacion de la bibliografia.
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mailto:javier.moreno@csic.es
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NUEVAS TESIS DOCTORALES

En esta seccion se incluyen resimenes en espafiol
de las Tesis Doctorales que se han defendido en
los ultimos 12 meses. La extension no debe ser su-
perior a 300 palabras incluyendo titulo de la tesis,
lugar y fecha de defensa y directores de la misma.
Seria conveniente incluir una foto del doctor.

El nimero de resimenes estara condicionado al
espacio disponible para esta seccion dentro del Bo-
letin.

INFORMACION BIBLIOGRAFICA - ARTICU-
LOS DE INTERES

En esta seccidn se incluye una revision de tres ar-
ticulos recientes y de diferentes autores sobre un
tema de interés dentro del ambito de la cromato-
grafia y técnicas afines. Estas contribuciones seran
remuneradas con 75 euros.

NOTAS TECNICAS

Las empresas colaboradoras de la SECyTA pueden
contribuir en esta seccidén con informacién técnica
(nuevos desarrollos, aplicaciones, etc.) en el cam-
po de la cromatografia y técnicas afines. Deberan
remitirse a la redaccion de CTA con anterioridad
a los dias 1 de mayo (para el primer numero) y 1 de
noviembre (para el segundo).

NOVEDADES TECNICAS

Las empresas colaboradoras de la SECyTA dispo-
nen en cada numero de una pagina gratuita para
informar sobre las novedades de sus productos.
La extension maxima de los originales sera 3 DIN
A4 mecanografiados a doble espacio, pudiéndose
incluir algunos graficos y fotografias en blanco y
negro (no mas de tres). Los plazos de envio seran
los indicados en las Notas técnicas.

PUBLICIDAD

Cualquier empresa puede publicar anuncios de sus
productos, teniendo las empresas colaboradoras de
la SECyTA descuentos sobre las tarifas generales.

La adjudicacion de los espacios disponibles desti-
nados a publicidad se realizara por riguroso orden
de peticion.

OTRAS SECCIONES

(CTA agradecera toda la informacion que reciba de
sus lectores sobre asuntos de interés general den-
tro del campo de la cromatografia y técnicas afines
(cursos, conferencias, congresos, ofertas de traba-
jo, informes sobre el trabajo de grupos espafioles
y extranjeros, resefas de libros o cualquier tipo de
colaboracion).

A suvez, CTA publicara, en la medida de lo posible,
respuestas de especialistas a todas aquellas cuestio-
nes concretas que formulen los lectores en relacion
con sus problemas en el laboratorio o con asuntos
relacionados en general con la cromatografia y téc-
nicas afines.

Para cualquier cuestion relacionada con CTA pue-
den ponerse en contacto con:

Dra. Ana Cristina Soria Monzo6n

Instituto de Quimica Organica General, CSIC.
Juan de la Cierva, 3. 28006 Madrid.

Tel.: +34 912587559

acsoria@iqog.csic.es

Dra. Ana Isabel Ruiz Matute

Instituto de Quimica Organica General, CSIC.
Juan de la Cierva 3, 28006 Madrid.

Tel.: +34 912587559

ana.ruiz@csic.es

Dra. Mariluz Sanz Murias

Instituto de Quimica Organica General, CSIC.
Juan de la Cierva, 3. 28006 Madrid.

Tel.: +34 912587559

mlsanz@iqog.csic.es

Dr. Mario Fernandez Martin

Instituto de Quimica Organica General, CSIC.
Juan de la Cierva, 3. 28006 Madrid.

Tel.: +34 912587559

mario@iqog.csic.es
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Si desea hacerse socio de la SECyTA rellene y envie el siguiente Boletin de Inscripcién, acompanado de
la correspondiente autorizaciéon bancaria a:

Dr. Juan Vicente Sancho Llopis

Instituto Universitario de Plaguicidas y Aguas
Departamento de Quimica Fisica y Analitica
Universitat Jaume |

Edificio de Investigacion |

Campus del Riu Sec

Avda Vicente Sos Baynat, s/n

12071 Castellé de La Plana (Spain)

Tel.: +34964 387 363

Fax: +34964 387 368

e-mail: secretaria.secyta@gmail.com

Cuota anual: 30 EUROS

o Senale la casilla [J correspondiente a la direccion en la que desea recibir la correspondencia.

e Puede efectuar el pago de la cuota del primer afio mediante cheque bancario (adjuntandolo a esta solicitud) o
mediante ingreso/transferencia a la Cuenta Corriente del Banco BBVA:

ES13 0182 4162 2702 0153 0059 (Sociedad Espafiola de Cromatografia y Técnicas Afines)
Debe figurar en el ingreso o transferencia: “ALTA SECYTA + nombre y primer apellido del Socio”

e ;Autoriza a incluir su correo electrénico en la pagina Web de la SECyTA? (tache lo gue NO proceda):
Sl NO

e ;Autoriza a que aparezcan su nombre y direccién de contacto en el apartado “Nuevos socios” del Boletin?
(tache lo que NO proceda):

Sl NO
SOCIEDAD ESPANOLA DE CROMATOGRAFIA Y TECNICAS AFINES
HOJA DE INSCRIPCION
APEIIAOS ..o NOMDBIE Lo
DN oo
] Domicilio particular:
Al e NUM. o,
MUNICIPIO ettt Provincia .......coceevviiiiiiiie Codigo postal .....ceeeeeene.
TeléfoNO .. COrTEO EIECLIONICO ..o,
O INAUSEIHA U OFQBNMIZACION ... e,
CallE NUM. e
MUNICIPIO ..eiiiiiiiii e Provincia .......ccccoovieiiiiiiiee Codigo postal .....oveeeneeene.
TelefONO .o, COrreO ElECIIONICO ...
DATOS BANCARIOS
BaANCO/CAJa A8 ANOITOS ...
SUCUISAL e e
DIFECCION .. Ciudad .o
D TP
CON AOMICHIO BN e e e,
Y con IBAN ES__/ / / / /

en esta Sucursal, ruega a usted se digne dar las érdenes oportunas para que con cargo a dicha cuenta sean abo-
nados los recibos de mi cuota anual de socio que les seran presentados al cobro por la Sociedad Espafiola de Cro-
matografia y Técnicas Afines.

Atentamente le saluda,

Firma:
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The Zeno revolution is now...
Introducing the SCIEX ZenoTOF /600 system
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