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Resumen

l.  Resumen

Las técnicas cromatografia liquida (liquid chromatography - LC) y cromatografia de gases (gas
chromatography - GC) acopladas a espectrometria de masas (mass spectrometry — MS), son dos
de las mas empleadas en la determinacion de contaminantes organicos en alimentos. La demanda
constante de adaptacion de los métodos analiticos a los cambios normativos buscando la
proteccion de la salud de los consumidores conlleva una constante evolucién de las técnicas de
analisis. En ese sentido, la necesidad de flexibilizar la capacidad de analisis, concretamente de
LC-MS, ha propiciado el desarrollo de nuevas fuentes de ionizacion, siendo un ejemplo de ello las

basadas en plasmas generados por descarga de barrera dieléctrica (DBD).

La ionizacién por descarga de barrera dieléctrica (dielectric barrier discharge ionization - DBDI) ha
mostrado potencial como alternativa a las fuentes de ionizacién convencionales de LC-MS,
principalmente la ionizacion por electrospray (ESI). La ionizacién en ESI se produce en disolucion,
lo que hace que su aplicacion a analitos de polaridad media o baja sea limitada. Para este tipo de
analitos se puede utilizar la fuente convencional de ionizacién quimica a presion atmosférica
(atmospheric pressure chemical ionization - APCI), pero ésta no puede ser empleada para
compuestos que sean inestables térmicamente. Tanto en APCI como en DBDI lo ionizacién se
producen en fase gaseosa, pero estudios previos han demostrado una mayor versatilidad de DBDI.
Las fuentes DBDI permiten la incorporacion de la deteccion compuestos generalmente analizados
por GC-MS (p.¢j. plaguicidas, compuestos organoclorados, hidrocarburos policiclicos aromaticos,
lipidos, etc.). En comparacion con ESI, estas fuentes basadas en ionizacion por plasma tienden a
formar menos aductos moleculares y sufrir efecto matriz severo, permitiendo desarrollar métodos
analiticos mas sensibles y que cubran un mayor rango de polaridad de los analitos. Ademas, este
tipo de fuentes pueden ser utilizadas para analisis de compuestos en MS en condiciones
ambientales (ambient mass spectrometry - AIMS), es decir, sin utilizar una etapa de separacion

previa ni realizando un tratamiento de muestra.

El primer acoplamiento de una fuente DBDI con MS se dio en el afio 2007. La novedad y potencial
de este tipo de acoplamientos permite un amplio campo de aplicacion, como su acoplamiento a
LC. El objetivo principal de la presente Tesis Doctoral consistié en la profundizacién y utilizacién
de los mecanismos de ionizacién de las fuentes basadas en DBD acopladas a LC-MS. La
investigacion se centrd en la caracterizacién analitica de las mismas evaluando la influencia de
parametros fundamentales para las fuentes DBDI, como los gases de descarga, y comparando su
comportamiento con fuentes de ionizacion comerciales en LC-MS como son ESI y APCI. Todo
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Resumen

ello, ha permitido el desarrollo de nuevos métodos analiticos empleando el acoplamiento LC-DBDI-
MS para la determinacion de compuestos de diversa indole en matrices agroalimentarias y

muestras de importancia arqueoldgica.

Los principales hallazgos de la presente Tesis Doctoral se detallan a lo largo de tres capitulos,
cuyos resultados se han difundido a través de tres articulos cientificos publicados en revistas de

alto impacto en el &mbito de la Quimica Analitica.

En el capitulo V.1 se presenta el estudio de los mecanismos de ionizacion asociados a una fuente
DBDI con una configuracion de dos anillos. Para ello, se han evaluado las reacciones quimicas a
presion atmosférica asociadas a distintos gases de descarga, como helio 0 una mezcla de argon-
propano. Uno de los procesos fundamentales que diferencian las fuentes ESI de las basadas en
plasma es la capacidad de formar iones radicales ([M]*). En este trabajo, se utilizaron
hidrocarburos policiclicos aromaticos (PAHs, por sus siglas en inglés) como analitos modelo, dada
su facilidad para permutar entre la formacién del ion protonado ([M+H]*) y el ion radical [M]*, en
funcion de las condiciones de analisis. En este caso, se ha reproducido una estrategia utilizada en
fotoionizacién a presion atmosférica (APPI) donde se introducen sustancias dopantes con bajos
potenciales de ionizacion y facilidad para formar iones radicales, como el anisol, favoreciendo este

tipo de mecanismos de ionizacién.

En el capitulo V.2, se recoge el desarrollo de un método para la determinacion de lipidos neutros
utilizando LC-MS de alta resolucion con una fuente de ionizacion DBDI. Generalmente, este tipo
de compuestos, dada su baja polaridad, son analizados mediante GC-MS o por LC-APCI-MS. Los
resultados obtenidos mediante DBDI presentaron mejores prestaciones en términos de
sensibilidad y precision para los estandares inyectados, en una comparacion con la fuente APCI.
El método desarrollado se aplico para determinar la presencia de lipidos neutros, especialmente
glicerolipidos, en muestra de recipientes con interés arqueoldgico, y asi poder evaluar el origen

vegetal o animal del material almacenado en estos.

Por ultimo, en el capitulo V.3 se muestra el estudio del potencial de una nueva fuente de ionizacion
miniaturizada basada en DBD: el plasma de microtubo flexible (FUTP, por sus siglas en inglés).
Esta se ha aplicado a la determinacion, mediante LC-MS, de plaguicidas de la familia de las
ftalimidas, dificiles de ionizar mediante técnicas comercialmente implementadas como ES| o APCI.
Esta clase de plaguicidas presentan baja polaridad y son termolabiles, lo que dificulta su analisis
mediante GC-MS, técnica alternativa a LC-MS. En este trabajo, se evaluaron los mecanismos de
ionizacion de la fuente comercial, APCI, y dos fuentes de ionizacion basadas en DBD: DBDI y
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Resumen

FUTP. Los resultados de la investigacién mostraron una mayor capacidad de ionizacion de las
fuentes DBD, especialmente notable en el caso del FUTP, permitiendo una mejora en la
sensibilidad de la deteccion de ftalimidas, asi como una disminucién del efecto matriz presentado

al analizar muestras reales agroalimentarias.
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Summary

Il.  Summary

Liquid chromatography (LC) and gas chromatography (GC) coupled with mass spectrometry (MS)
represent two of the most commonly employed analytical techniques for determining organic
contaminants in food. The constant demand to adapt methods to regulatory updates for consumer
health protection entails continual evolution of analytical techniques. In this context, the need to
enhance the flexibility of LC-MS analysis has driven the development of new ionization sources,

such as those based on plasmas generated by dielectric barrier discharge (DBD).

Dielectric barrier discharge ionization (DBDI) has shown potential as an alternative to conventional
LC-MS ionization sources, mainly electrospray ionization (ESI). In ESI, ionization takes place in
solution, and consequently its application to analytes of medium or low polarity is limited. For this
type of analytes, the conventional atmospheric pressure chemical ionization (APCI) source can be
used, except for compounds that are thermally unstable. In both APCI and DBDI the ions are
produced in the gas phase, but previous studies have shown greater versatility of DBDI. DBDI
sources enable the detection of compounds typically analyzed by GC-MS (e.g., pesticides,
organochlorine compounds, polycyclic aromatic hydrocarbons, lipids, etc.). Compared to ESI,
these plasma-based ionization sources tend to form fewer molecular adducts and suffer less from
matrix effects, facilitating the development of more sensitive analytical methods that cover a wider
range of analyte polarities. Additionally, these sources can be used for compound analysis in MS

under ambient conditions, without requiring prior separation or sample treatment.

The first coupling of a DBDI source with MS occurred in 2007. The novelty and potential of such
couplings allow for a broad field of applications, including coupling with LC. The main objective of
this PhD Thesis was to deepen and utilize the ionization mechanisms of DBD-based sources
coupled to LC-MS. The research focused on the analytical characterization of these sources,
evaluating the influence of fundamental parameters for DBDI sources, such as discharge gases,
and comparing their performance with commercial ionization sources in LC-MS, such as ESI and
APCI. This has enabled the development of new analytical methods employing LC-DBDI-MS
coupling for the determination of various compounds in food and archaeologically significant

matrices.

Therefore, the main findings of this Doctoral Thesis are detailed throughout three chapters, which
correspond to three scientific articles published in high-impact journals in the field of Analytical
Chemistry.
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In chapter V.1, the ionization mechanisms associated with a two-ring DBDI source have been
evaluated. This involved evaluating atmospheric pressure chemical reactions associated with
different discharge gases, such as helium or an argon-propane mixture. A fundamental process
differentiating ESI from plasma-based sources is their ability to form radical ions ([M] *). Polycyclic
aromatic hydrocarbons (PAHs) were used as model analytes due to their ability to switch between
protonated ion ([M+H]*) and radical ion [M]* formation depending on analysis conditions. This study
reproduced a strategy used in atmospheric pressure photoionization (APPI), where dopants with
low ionization potentials and a tendency to form radical ions, such as anisole, were introduced to

promote such ionization mechanisms.

Chapter V.2 discussed the development of a method for determining neutral lipids using high-
resolution LC-MS with a DBDI source. Generally, such low-polarity compounds are analyzed by
GC-MS or LC-APCI-MS. The results obtained with DBDI showed better performance in terms of
sensitivity and precision of the injected standards compared to the APCI source. The developed
method was applied to determine the presence of neutral lipids, particularly glycerolipids, in
archaeological vessel samples to evaluate the origin, whether plant or animal, of the stored

material.

Lastly, chapter V.3 explores the potential of a new miniaturized ionization source based on DBD,
the flexible microtube plasma (FUTP). This was applied to the determination of phthalimide
pesticides, which are difficult to ionize using commercially implemented techniques like ESI or
APCI. These pesticides exhibit low polarity and are thermally labile, complicating their analysis by
GC-MS, an alternative technique to LC-MS. This study evaluated the ionization mechanisms of the
commercial APCI source and two DBD-based ionization sources: DBDI and FUTP. The results
demonstrated a higher ionization capacity of the DBD sources, particularly notable in the case of
FUTP, leading to improved sensitivity in phthalimide detection and a reduction in the matrix effect

when analyzing real agricultural food samples.
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Introduccion

lll. Introduccion

lIl.1. Introduccion a la espectrometria de masas.

La espectrometria de masas o MS es una técnica analitica instrumental que se caracteriza por su
gran sensibilidad, asi como la capacidad de identificacion y cuantificacion de multiples analitos, a
bajas concentraciones en mezclas complejas. El principio en que se basa es la separacion y
determinacion simultanea de iones (moléculas con carga eléctrica neta [1]), en funcién de su
relacion masa/carga (m/z) y su abundancia; representando abundancia frente a m/z, se obtiene el
espectro de masas de la molécula estudiada. Para que se produzca su deteccion, el compuesto
de interés debe ser ionizado en fase gaseosa [2] y, dependiendo de las condiciones empleadas,
se generara una mayor o menor fragmentacion del mismo [2]. Segun este proceso de
fragmentacion, la especie ionizada podra generar otro ion con nimero par de electrones (even
electron ion — EE) y un radical (R), o bien, se producira una especie con numero impar de

electrones (odd electron ion — OE) y una molécula (N).

EE* +R (radical) Ecuacion 1

OE** + N (molécula) Ecuacion 2

Cada una de estas especies producidas tendran unas propiedades quimicas distintas entre si,
como por ejemplo la polaridad de los analitos. En el apartado lll.3. de esta Tesis se profundizara

en los principales tipos de ionizacion que se utilizan en MS.

A finales del siglo XIX, se producen dos descubrimientos cruciales para el nacimiento de la MS:
en 1897, J.J. Thomson observa por primera vez un electrdn y establece su relacion m/z [3] y, en
1898, W. Wien demostrd que, al reflectar rayos andédicos a través de un campo eléctrico y/o
magnético, estos presentaban una carga positiva [2]. A raiz de esto, Thomson construye el primer
espectrometro de masas en 1912, con el que obtiene los espectros de Oz, N2, CO, CO, y COCl;
[4]; en este experimento consigue observar especies cargadas negativamente e iones con carga
multiple. Durante la primera mitad del siglo XX, la MS sufrié un continuo desarrollo gracias a su
uso en la identificacion de masas moleculares en el ambito de la quimica organica [5], asi como la
identificacion de sefiales correspondientes a iones metaestables [6], acompafiado de un constante
disefio y desarrollo de nuevos y mejorados analizadores de masas. Hay resaltar que el primer
analizador del que se tiene constancia es el sector magnético en 1918 [7], en el que el campo

magnético generado separa los iones, con una trayectoria curvada, en base a su momento lineal.
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Pasados unos afios se desarrollé el analizador de tiempo de vuelo lineal (Time Of Flight — TOF)
[8] y en 1949, se presento el analizador de resonancia de ciclotrén iénico (lon Cyclotron Resonance
- ICR) [9]. Este Ultimo basado en la utilizacion de un campo magnético cuya frecuencia es igual a
la de los iones, produciendo un aumento de la energia cinética de estos y, por ende, un aumento
en el radio de la trayectoria circular que siguen, permitiendo la medicion de ésta. En base a su
energia cinética, cada ion debera seguir una orbita distinta. Por ultimo, en 1953, aparecié otro de
los analizadores con méas uso hasta la fecha, el cuadrupolo [2], que sera explicado en detalle, junto

al analizador TOF, en el apartado l11.2.1.

Sin embargo, la técnica alcanza su auge a finales de la década de 1950 y durante la década de
1960, gracias, entre otros hechos, a la comercializacion de espectrometros de masas con diversos
analizadores, el desarrollo de nuevos tipos de ionizacién como la ionizacion electronica (electron
fonization — El) y la ionizacion quimica (chemical ionization — Cl) [10], la invencion de la
espectrometria de masas en tandem (MS/MS) [11] o el acoplamiento a técnicas de separacion
como GC o LC [12-16]. El conjunto de todos estos hitos permitié avanzar en el analisis estructural
de compuestos, la determinacion de analitos en mezclas complejas y su cuantificacién. En los
afios posteriores, se descubrieron y desarrollaron diversos tipos de ionizacién empleados en MS
como son, la ionizacién quimica a presion atmosférica (Atmospheric Pressure Chemical lonization
- APCI) [17], el bombardeo por atomos rapidos (Fast atom bombardment — FAB) [18], la
ionizacién/desorcidn por laser asistida por una matriz (Matrix-Assisted Laser Desorption lonization
— MALDI) [19, 20] y la ionizacién por electrospray aplicado a macromoléculas y moléculas de

menor tamafrio [21, 22].

En los ultimos 20 afios, se ha producido un destacado progreso técnico de los instrumentos de
MS: la mejora de los analizadores y en la eficiencia del transporte de los iones, el disefio de nuevos
analizadores como la trampa de iones lineal (Linear lon Trap — LIT) [23], el analizador Orbitrap
[24] o de la hibridacién de distintos analizadores, como son el cuadrupolo-tiempo de vuelo (Q-
TOF), el triple cuadrupolo (QqQ), la trampa de iones-tiempo de vuelo (LIT-TOF), etc. [2, 25]. Otro
aspecto destacable de las ultimas décadas ha sido la creacidn de una serie de librerias o bases
de datos, de libre acceso, en las que quedan registrados los espectros de masas de una gran
diversidad de compuestos quimicos por parte de la comunidad cientifica. Entre las bases de datos
maés utilizadas para todo tipo de aplicaciones analiticas se encuentran: NIST Mass Spectrometry
Data Center, MassBank, Chemspider, mzCloud, entre otras; también existen bases de datos para
campos especificos, como metabolomica (Human Metabolome Database — HMDB, METLIN
Metabolomics Database) [26].
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Aunque ya aporta un alto nivel de especificidad dadas sus propiedades inherentes, la MS puede
incrementar sus prestaciones si se utiliza acoplada con técnicas de separacion, como GC, LC,
electroforesis capilar (Capillary Electrophoresis — CE) y la espectrometria de movilidad iénica (ion
mobility spectrometry — IMS). El primer acoplamiento realizado entre una técnica separativa y MS
se realiz6 combinandola con GC (GC-MS) permitiendo el analisis de compuestos apolares,
volatiles y térmicamente estables [27]. Sin embargo, no todas las moléculas son susceptibles de
andlisis mediante GC-MS y requieren una etapa adicional de derivatizacién que resultara en una
mejor volatilidad de las moléculas, pero puede alargar los tiempos de preparacion y analisis de

muestras. Por este motivo, cada vez es mas frecuente acoplar LC con MS (LC-MS) [28].

La MS destaca por ciertas caracteristicas [2] tales como los bajos limites de deteccion, poca
cantidad de muestra empleada, la velocidad de anélisis, la aportacidn de informacion isotopica, su
capacidad para diferenciar entre especies coeluidas en una técnica separativa, o la contribucion
en la elucidacion estructural de compuestos mediante analisis MS/MS. Los campos de estudio en
los que se usa ampliamente la MS son: la Quimica Analitica, dada su capacidad de determinacion
y cuantificacion de compuestos en matrices complejas de diversa naturaleza, la ciencia forense, o
el sector agroalimentario, aunque, por numero de referencias en los ultimos afios, tanto la
protedmica como la metaboldmica son los campos en que mas bibliografia se genera respecto a
MS (Figura 1).
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Figura 1. Nimero de publicaciones por afio empleando MS en los campos de protedmica, metabolémica y
analisis agroalimentario. (Fuente: Scopus, 24-07-2024; elaboracion propia).
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lll.2. Instrumentacion en MS

De forma general, un espectrémetro de masas consta de varios componentes, aunque los
fundamentales son tres: la fuente de ionizacién, el analizador de masas y el detector. Estos dos
ultimos necesitan de un alto vacio, con presiones variables entre los 104y 108 torr, reduciendo la
probabilidad de neutralizacion y pérdidas de las especies generadas, electrones incluidos. En la

Figura 2 se muestra un diagrama general de un espectrometro de masas.

o)\ Y
Introduccion de Fuente de Analizador Rec‘:ll;‘t’:’s" de
muestra ionizacidn de masas
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Alto vacio/ Alto vacio

Abundancia

m/z

Figura 2. Esquema general de un espectrometro de masas.

La etapa de ionizacién de un analito es la mas importante en MS, dado que permite la formacion
de iones previa a su analisis y deteccién. Segun el método de ionizacion empleado y sus
caracteristicas propias, hay innumerables fuentes de ionizacion; éstas podran ser desarrolladas a
presion atmosférica 0 en un alto vacio, influyendo directamente en la forma de introducir la
muestra. Normalmente, la introduccién de ésta puede realizarse de forma directa, o gracias a la
mejoria que aportan en términos de especificidad y sensibilidad, también se acoplan a técnicas

separativas como GC, LC o CE.

En cuanto a caracteristicas generales de los procesos de ionizacién, las fuentes pueden agruparse
en cuatro grupos principales: ionizacion electronica, ionizacion quimica, ionizacién por
electropulverizacion e ionizacion/desorcion (Tabla 1). En el apartado 111.3. se explicarédn en mayor
profundidad los tipos de ionizacion producidos y las fuentes de ionizacién empleadas para dicho

fin.
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Tabla 1. Clasificacion de los principales tipos de ionizacion en MS molecular [29].

Estado de agregacion de la
Tipo de método Especie ionizante muestra / Ejemplo
Condiciones de presion

lonizacion electrénica Electrones con Muestra en fase gas / Vacio lonizacién electrénica
(Electron lonization - El) elevada energia 9 (El)

., . C . lonizacién quimica a

lonizacion quimica Especies ionicasen  Muestra en fase gas / Vacio o o o

, . . presion atmosférica
(Chemical lonization - Cl) fase gas pres. atmosférica

(APCI)
lonizacién por Campo eléctrico / Muestra en disolucion /
electropulverizacion . s - Electrospray (ESI)
. Gas nebulizador Presion atmosférica

(Spray lonization - SI)

L Ll Particulas lonizacién/desorcion
lonizacioén/Desorcion ‘ticas/ F q da / Vaci I5 istid
(Desorption lonization — DI) energéticas ase condensada / Vacio por laser gS|st| a por

Fotones una matriz (MALDI)

Los analizadores de masas, los cuales se detallaran en el siguiente apartado, son los encargados
de realizar la separacion de los distintos iones generados en la fuente para acabar guiandolos
hasta los detectores. Estos Ultimos son la parte encargada de la transduccion y amplificacion de
la deteccidn de los iones para convertirla en una sefial que pueda ser usada. Se pueden diferenciar
distintos tipos de detectores en MS: la copa de Faraday, los de iones electro-Opticos o los

multiplicadores de electrones, que son los mas empleados en MS dada su alta eficacia [2, 30].
lI.2.1. Analizadores de masas

Una vez que se han generado las distintas especies en fase gaseosa tras la etapa de ionizacion,
éstas son transportadas a través del instrumento empleando un gradiente de vacio que disminuira
la posibilidad de colisiones, ayudadas por lentes ionicas; dichas lentes permitiran dirigir y/o enfocar
los haces de iones e incluso variar su energia mediante la aplicacién de un voltaje 0 campo

magnético. Finalmente, las especies generadas deben llegar al analizador de masas.

El analizador es el encargado de separar los diferentes iones en funcion de su relacion m/z,
basandose en la aplicacion de campos eléctricos y/o magnéticos (estaticos o dinamicos). Los
analizadores de masas [2] se pueden diferenciar segin parametros como el poder de resolucion,

la exactitud, el rango dinamico y la capacidad de tandem [31].

o Poder de resolucion. Capacidad de separar dos iones con m/z relativamente cercanas
entre si. Por tanto, para dos sefiales de igual altura, con relaciones m/z ms y m, al haber una
superposicion entre ellos (un 10 % de la altura de pico, aproximadamente), el poder de resolucion
se define como [32]:
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my L
R=—— Ecuacion 3
mp; — My

Se considera que dos m/z consecutivas estan separadas si la altura del valle entre ellas no es
mayor de una fraccion de su altura. Otra forma de calcular el poder de resolucion es empleando
una unica sefial con forma de pico, en el que Am sera la anchura del pico a la mitad de la altura
(full width half maximum — FWHM) y m es el valor de m/z del pico seleccionado. Debe concretarse
el método empleado, ya que mediante FWHM el poder de resolucién sera aproximadamente el
doble que usando dos picos. Un espectrometro de masas se considera de alta resolucion si R >
10000 (FWHM), mientras que si R < 10000 (FWHM), sera de baja resolucion [2].

o Exactitud. Es la aproximacion del valor experimental de m/z obtenido para un ion con el
valor considerado teérico (m/z exacta) en base a la formula elemental del mismo [33]. Esta
estrechamente relacionada con el poder de resolucion, dada la capacidad del instrumento para
detectar, identificar y diferenciar entre especies quimicas. Una de las maneras de expresar el error
en la exactitud en MS serian las partes por millén (ppm), utilizando para ello la diferencia entre el

valor experimental y el teérico de la m/z correspondiente al analito:

(m/Zexperimental - m/Zteérica) x 10°

m/Zteérica

Ecuacion 4

Error (ppm) =

o Rango dinamico lineal. Es el parametro que relaciona, de forma lineal, la sefial producida
por un ion y la concentracion del analito. Este variara en funcion del dispositivo que emplee el
instrumento en la deteccion de los iones, ya que podria producirse una saturacion del mismo y

dejar de proporcionar una sefial veridica respecto a la concentracion suministrada.

Una vez se han definido las caracteristicas principales de los analizadores de masas, se pasara a
explicar, de manera méas especifica, aquellos cuyo uso estd mas generalizado: cuadrupolo, trampa
de iones, analizador de tiempo de vuelo y analizadores cuyo fundamento se basa en transformada
de Fourier (FT), FT-ICR y Orbitrap.

¢+ Cuadrupolo (Q). Gracias a su sencillez y facil operatividad, es uno de los analizadores
mas empleados comunmente. Esta formado por cuatro barras cilindricas (Figura 3A), opuestas
entre si, con disposicion dos frente a dos; se conectan de igual forma, dos a dos, con un potencial
total positivo 0 negativo, pero distinto entre los pares de barras. El campo eléctrico de un
cuadrupolo esta constituido por una componente de corriente continua (direct current — DC) y otra
de corriente alterna (alternating current — AC) de radiofrecuencia, responsable de la oscilacién de

los iones y permitiendo la separacion de los mismos [25]. Este analizador funciona como un filtro

38



Introduccion

donde los iones, con una determinada m/z, son transmitidos al detector cuando se aplican unos
valores especificos de potencial y radiofrecuencia; las especies con una m/z distinta al rango
seleccionado por el cuadrupolo oscilaran mas por el campo eléctrico hasta chocar con las barras,
o salir del campo de trabajo, y convertirse en moléculas neutras, sin posibilidad de transmitirse al
detector. Estos potenciales que permiten la separacion de iones se componen de un voltaje de
corriente continua Uy uno V, de corriente alterna, de radiofrecuencia con una frecuencia w, por lo

que el potencial total aplicado (¢,) a las barras se expresa segun la ecuacion de Mathieu [34]:
$o=U+V-coswt Ecuacion 5

% Trampa de iones lineal (LIT). Son dispositivos en los que los iones generados son
retenidos mediante campos eléctricos oscilantes. En este analizador, de caracter cuadrupolar, los
iones quedan atrapados en el interior de la componente radial (perpendicular al eje de la trampa),
por aplicacién del campo eléctrico de radiofrecuencia, y en la componente axial (en el mismo eje),
por aplicacion de un campo eléctrico a los laterales de la trampa [2, 35]; ahi se encuentran unas
lentes que repelen los iones del interior tras la aplicacion del campo eléctrico, con potencial positivo
para iones positivos y viceversa. Los iones son termalizados por colision, utilizando para ello un
gas inerte. Para que las especies deseadas pasen al detector, ha de modificarse el potencial
aplicado y el resto de iones quedara confinado en el interior; la expulsion de estos se puede realizar
de forma axial (siguiendo el eje del cuadrupolo) o radial (perpendicular al eje).

¢+ Trampa de iones tridimensional (IT). Al igual que el LIT, es un dispositivo en el que los
iones quedan confinados en su interior, pero cuya arquitectura esta compuesta por tres electrodos,
uno anular y dos electrodos colectores (Figura 3B) [25]. Los iones generados pasan a través del
primer electrodo colector hasta el electrodo anular, donde quedan retenidos mediante campos
eléctricos tridimensionales oscilantes producidos por el cuadrupolo; a continuacion, se aplica un
potencial especifico al electrodo por el que los iones abandonan la cavidad de manera secuencial
y pasan, mediante el segundo electrodo colector, al detector. Hay que destacar el alto tiempo que
pasan retenidos en la cavidad los iones generados, debido al caracter pulsado y el alto ciclo de
trabajo o duty cycle de su analisis; éste se define como la ratio entre los iones producidos en la
fuente de ionizacién y los iones detectados para el andlisis [25)].

A diferencia de la trampa de iones lineal, ésta tiene una capacidad de retencién de iones bastante
menor, ya que la trampa tridimensional focaliza los iones en torno a un punto y no de forma lineal,
generando un mayor efecto espacio-carga. Este efecto es una consecuencia de la repulsion entre
iones de igual carga, reduciendo la sensibilidad y precision del analizador. Por tanto, cuando se

introducen demasiados iones en una trampa, los que estén en el exterior generan un
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apantallamiento que afectara al campo eléctrico que actua sobre los iones ubicados en el interior,

modificando la estabilidad del dispositivo.
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Figura 3. Esquema del analizador cuadrupolar (A) y de la trampa de iones tridimensional (B).

+¢+ Analizador de tiempo de vuelo (TOF). Dado que es el analizador utilizado para el
desarrollo de la presente Tesis Doctoral, se hara un especial énfasis en este. Su fundamento esta
basado en el tiempo que tardan los iones (generados en la fuente de ionizacion) en atravesar el
tubo de vuelo para llegar al detector. Una vez generados, los iones poseen diferentes energias y
llegan con pequefios desfases al detector; para igualar esto, los iones, antes de ser analizados en
el tiempo de vuelo, son expuestos a una aceleracion generada por una fuente de impulso o pulser
que aplica un campo eléctrico de 103-104 V'y de frecuencia entre 10 y 50 kHz. Todas las especies
generadas tienen la misma energia cinética al ser introducidas en el tubo de vuelo, por lo que su
velocidad vendra determinada por la relacion m/z de cada particula, de manera que hay una
relacion inversamente proporcional entre velocidad y m/z, es decir, llegaran antes al detector
aquellos iones con menor m/z [2, 25].
Por lo general, es un analizador de alta resolucidn; esto se consigue gracias a la distancia que
recorren los iones dentro del tubo de vuelo, produciéndose una mayor separacion de las especies
y obteniendo espectros de masas cada pocos milisegundos. Para aumentar esta resolucion y el
tiempo de vuelo de los iones, se utiliza el modo reflectron (reflectron) que esta compuesto por
varios electrodos y actia como un espejo de iones (Figura 4B). De esta forma, el reflectrén
consigue aumentar la distancia recorrida por los iones y también permite corregir las variaciones
de energia cinética que sufririan los iones si eso mismo recorrido fuera solamente lineal.
Para relacionar el poder de resolucion (basado en las diferencias de Am) de este analizador con
el tiempo vy la distancia que tarda un ion en alcanzar el detector, debe tenerse en cuenta lo

siguiente:
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La velocidad (v) a la que los iones salen de la fuente de ionizacion tras la aplicacion de un potencial
V se muestra en la Ecuacion 6, siendo e la carga del electron y z el nimero de cargas que

presentan los iones.

ce-z-V\V?
v = (—2 ¢z V) Ecuacion 6
m
El tiempo (f) necesario para que el ion recorra la distancia L hasta llegar al detector vendra dado

por la ecuacion:

L
t=— Ecuacion 7
v

Si se combinan esta ecuacion y la anterior, y sustituyendo el valor de v, se obtiene que
L2

t2=m/, <m> Ecuacién 8
donde se observa que la relacion m/z podra ser calculada en base al tiempo que tarden los iones
en recorrer la distancia hasta el detector, siendo denominados como constantes los términos en
el interior del paréntesis. Por tanto, y baséndose en la definicion de poder de resolucion
mencionada anteriormente, se puede afirmar que, a mayor longitud de vuelo, la resolucion de los
iones también sera mayor [36].
Las caracteristicas que hacen que hacen de este analizador un gran recurso respecto a otros
analizadores son:

o Alta sensibilidad. Este analizador, al emplear GC como técnica separativa, presenta unos
limites de deteccion de contaminantes organicos en aguas de 0,02-1 ug/L y entre 1-460 ng/g en
matrices alimentarias [37]. Por otra parte, utilizando LC-TOF-MS, se alcanzan niveles bajos de
deteccion en aplicaciones como analisis de residuos de plaguicidas (0,06-200 ug/L) [38] o analisis
de farmacos en muestras biologicas (0,02-10 ng/L) [39].

o Deteccion de especies no esperadas y/o desconocidas. Empleando el modo Full Scan, se
obtendré un espectro de masas con todos los iones producidos en una muestra concreta. La
obtencion de un espectro completo puede ser de gran ayuda en la resolucion de un problema
analitico posterior, detectando especies que no resultaban de interés o se desconocia su presencia
en la muestra en un momento concreto. Este modo puede ser empleado desde en un Q sencillo
hasta un Orbitrap, pero la diferencia con un TOF es la resolucién que aporta, frente al primero, y
que no hay impedimentos espacio-carga, como en el segundo. Un ejemplo concreto de este uso
es su aplicacién a la deteccion de plaguicidas en funcion de los limites maximos de residuo
permitido (Maximum Residue Levels — MRL) [40, 41], pudiendo sufrir cambios estos limites legales

si se presentan estudios que demuestren la toxicidad de los compuestos a menores
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concentraciones; se podra comprobar si una muestra antigua ya mostraba sustancias prohibidas
previamente o si presentd un falso negativo [42)].

o Rango de m/z elevado. Dado que las especies se separan en base a su energia cinética
principalmente, ademas de la energia potencial y distancia recorrida, este analizador podra
detectar analitos de bajo y alto peso molecular con la resolucion y exactitud adecuadas.

o Gran velocidad de analisis.

o Robustez respecto a otros analizadores, como la trampa de iones, dada la capacidad de
no sufrir alteraciones en las medidas, provocadas por los parametros del instrumento.

o Calibracion instrumental constante. Con uno o dos puntos de referencia, cuya masa es
conocida perfectamente, se puede calibrar el equipo en continuo. Ademas, esta calibracion influye
notablemente en la exactitud de masas proporcionada por este analizador, dado que proporciona
hasta cuatro cifras decimales en los valores de m/z obtenidos; esto se debe a la introduccion
constante de una disolucion de referencia que contiene distintos estandares cuyos valores de ratio
m/z son conocidos con gran precision.

Sin embargo, este analizador también presenta ciertas desventajas. Aunque muestre una gran
velocidad de andlisis, no tendra la capacidad de generar la méxima resolucion de los iones en un
amplio rango de m/z, ya que se generaran archivos de gran tamafio y el procesado de estos se ve
limitado por el ordenador empleado. Ademas, la resolucion de masas disminuird a mayores
longitudes de tubo de vuelo si se emplea un disefio lineal; esto podria solucionarse reduciendo el
voltaje de aceleracion aplicado, pero produciria una disminucion directa de la sensibilidad [2].
Los analizadores de tiempo de vuelo son empleados, mayoritariamente, en aplicaciones de
analisis biolégico, utilizando fuentes de ionizacién como ESI o MALDI [43, 44], ya que, gracias a
su alta resolucion, se pueden crear bases de datos con las que cotejar los compuestos en base a
su masa exacta [26].

s Espectrometros de masas de Transformada de Fourier. En este apartado se
desarrollaran dos de los mas importantes analizadores que se basan en el uso de la Transformada
de Fourier, como son FT-ICR y Orbitrap. Este tipo de analizadores se caracterizan por un elevado
poder de resolucién y exactitud de masas, entre otras; sin embargo, también cabe mencionar
desventajas tales como su elevado coste, un rango dinamico limitado o la dificultad de generar
espectros con alta resolucién a elevadas m/z [30].

El FT-ICR se puede considerar una trampa idnica, pero con la diferencia de que de que se aplica
un campo electromagnético en lugar de uno eléctrico; con esto, los iones adquiriran una trayectoria
circular. Primero, las sefiales asociadas a los iones seran detectadas en base a la frecuencia, es

decir, cada vez que pasan por el detector; como la trayectoria de cada ion tiene una frecuencia
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caracteristica asociada a cada m/z y, tras aplicacion de FT, se puede pasar de una dimension
temporal a una basada en la frecuencia. Con dicha operacién, y dado que se conoce el campo
magnético aplicado, se podra determinar la relacion m/z de cada ion. Los imanes

empleados en este analizador son superconductores preservados criogénicamente [45].

El Orbitrap, desarrollado por Makarov y col. en el afio 2000 [24, 46, 47], es una trampa de iones
electrostatica que usa la FT para obtener el espectro de masas de las especies. Aunque el principio
de funcionamiento es similar al FT-ICR, éste no emplea campos magnéticos en la determinacion
de iones. Este analizador consta de dos electrodos: uno exterior con forma de barril y otro interior
con forma de huso, en el que los iones oscilan y quedan retenidos (Figura 4A) [48]. Los iones se
introducen tangencialmente por el espacio que hay en el electrodo exterior, describiendo
trayectorias en forma de espiral alrededor del electrodo interior. El principio sobre el que se
fundamenta este analizador es la relacion que existe entre la frecuencia y las m/z de los iones;
gracias a esto, se puede medir la corriente que producen los iones que oscilan alrededor del
electrodo y, aplicando la FT, se consiguen frecuencias especificas de cada especie que se veran
reflejadas en un espectro de masas. Gracias a sus caracteristicas, este analizador presenta una
mayor sensibilidad si se compara con el TOF; en contraste, la velocidad de anélisis se vera

afectada por el tiempo empleado en el cambio de la recoleccion de iones y su posterior expulsion

del huso.
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Figura 4. Esquema de los analizadores Orbitrap (A) [48] y tiempo de vuelo (TOF) (B).
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En la Tabla 2 se muestra un resumen de los distintos tipos de analizadores de masas con sus

principales caracteristicas en funcion de si son de baja o alta resolucion.

Tabla 2. Tipos de analizadores de masas [49-51].

s Llegada de Poder de n
v : Principio de : oA Exactitud de
Resolucién Analizador separacién los iones al resolucion (x masas (ppm)
P detector 10%) (FWHM) PP
m/z
Cuadrupolo (Q) (estabilidad de Secuencial 3-5 Baja
la trayectoria)
Trampa de iones lineal mz
Baja (Lm P (frecuencia de Simultanea
resonancia) 420 Baia
. m/z
Trampa de iones . —
s . (frecuencia de Simultanea
tridimensional (IT) ;
resonancia)
Tiempo de vuelo (TOF) Velocidad Simultanea 10-60 1-5
Resonancia de Ciclotron m/z
Alta [6nica por Transformada | (frecuencia de Simultanea 750-10000 0,3-1
de Fourier (FT-ICR) resonancia)
m/z
Orbitrap (frecuencia de Simultanea 100-1000 1-3
resonancia)

lI.2.2. Espectrometria de masas en tandem (MS/MS)

Los analizadores de masas descritos tienen la capacidad de combinarse entre si, siendo una
tendencia recurrente en los Ultimos afios en MS molecular, propiciando una mayor sensibilidad y
selectividad. Se denomina MS en tandem (MS/MS) y su finalidad es la de obtener informacion
estructural, ademas de conseguir una mejora en la sensibilidad de los analitos estudiados
mediante la fragmentacion de los mismos. Para realizar un analisis de MS/MS primero se realiza
un barrido o screening que localiza el ion con m/z de interés, denominado ion precursor, para, a
continuacion, aplicar una energia de fragmentaciéon y que éste se rompa en fragmentos de
estructura conocida. Estos mecanismos de fragmentacion son conocidos y controlables, por lo que
se obtendra una serie de iones producto provenientes del ion precursor. La funcion del primer
analizador es la de seleccionar un rango de m/z especifico que corresponda a la de los iones
precursores deseados, los cuales son fragmentados una celda de colision. Seguidamente, otro
analizador colocado en tandem recoge los iones producto generados, en funcion de su m/z,

pudiendo asi llegar al detector [52].
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El acoplamiento de los distintos analizadores da lugar a que, para la determinacion de distintas
especies o la aplicacién deseada, haya diversos métodos de trabajo en el tandem MS/MS.
Principalmente, se puede trabajar en modo Full Scan, en el que se separaran todos los iones
presentes y pasaran al detector, produciendo un espectro de masas completo; y en modo Selected
lon Monitoring (SIM), en el que se selecciona un rango de masas, obviando el resto, y consiguiendo
una mayor relacion sefial-ruido. Ademas, combinando estos dos modos, se puede trabajar de

cuatro formas distintas, presentadas en la Tabla 3.

Tabla 3. Métodos de trabajo en tandem MS/MS [2].

Modo de trabajo Configuracion Analizador 1 | Configuracion Analizador 2
Product-lon Scan SIM de iones precursores Full Scan
Precursor-lon Scan Full Scan SIM de iones producto
Neutral Loss Scaning Full Scan Full Scan
Multiple Reaction Monitoring (MRM) | SIM de iones de precursores SIM de iones producto

Las combinaciones de analizadores que han tenido una mayor repercusion en el mercado y que,
por tanto, son las mas empleadas en el campo de la MS, pueden ser clasificadas en dos grupos:
(i) hibridacién de analizadores de baja resolucion, como el triple cuadrupolo (QqQ) o el
acoplamiento cuadrupolo- trampa de iones lineal (Q-TRAP), y (ii) combinacién de analizadores de
baja y alta resolucion, como el cuadrupolo-tiempo de vuelo (Q-TOF), la trampa de iones lineal-
Orbitrap (LIT-Orbitrap) o el cuadrupolo-Orbitrap [53].

lI.3. lonizacion en MS

La ionizacion es la fase esencial en MS, ya que de ésta depende la determinacidn o no de analitos.
Las especies se ionizarén en fase gas, siendo transportadas a una region de alto vacio para

dirigirse hacia al analizador.

En funcién de la energia que sea aplicada por la fuente de ionizacién, se distinguen dos tipos:
fuentes de ionizacion duras y blandas. En las de primer tipo se transferira la suficiente energia
como para propiciar iones compuestos por atomos con estados de energia altamente excitados;
esto supondra la ruptura de ciertos enlaces en la molécula tras la relajaciéon de los estados,
generando fragmentos originados a partir del compuesto original y, por tanto, aportando una mayor
informacién estructural de los analitos estudiados; incluso en algunos casos puede llevar a la

ruptura completa de los moléculas detectando elementos de manera individual. Por otra parte, en

45



Introduccion

las fuentes suaves la energia aplicada es menor y se obtendran las moléculas levemente
fragmentadas e incluso intactas, protonadas o desprotonadas, segun la polaridad utilizada

(positiva o negativa, respectivamente).

Las fuentes de ionizacion también pueden encontrarse a presion atmosférica o alto vacio,
provocando ésta ultima una gran desventaja en la introduccion de muestra y versatilidad del
método. Como se ha adelantado al inicio de la seccion Ill.1. (Tabla 1), en base de sus
caracteristicas generales, las técnicas de ionizacidn se pueden clasificar en cuatro tipos: ionizacion
electronica, ionizacién quimica, ionizacion por electropulverizacion e ionizacidn/desorcion. A
continuacion, se describiran las fuentes de ionizacién mas representativas de cada una de estas
categorias y, ademas, se dedicara un apartado especifico a la ionizacién de compuestos en

condiciones ambientales (Ambient lonization Mass Spectrometry — AIMS).
lI.3.1. lonizacién electronica (Electron lonization — EI)

La ionizacién electrénica, antes denominada impacto electronico, fue ideada por Dempster y
mejorada por Bleakney [54] y Nier [55]; esta basada en el bombardeo de las moléculas gaseosas
con electrones de alta energia, lo que producira la fragmentacion de los analitos y la formacién de
especies ionizadas. Para generar los electrones de alta energia, se aplica un voltaje a un filamento
calentado, generalmente de renio, que producira la emision de dichos electrones. La cantidad de
electrones emitidos variara en funcién del flujo de corriente aplicado al filamento y dependera de
cada instrumento. La aceleracion de los electrones se produce por la conexién a un anodo,
permitiendo la aplicacion de un potencial o energia electronica variable siendo 70 eV la energia

de trabajo mas utilizada.

La energia que poseen los electrones acelerados es bastante superior a la de los enlaces que
forman las moléculas a estudiar, por lo que, si los electrones tienen una frecuencia equivalente a
la energia de una transicion molecular, dicha molécula perdera un electrén [56]. La especie
resultante, cargada positivamente, se denomina ion molecular. A pesar de la pérdida del electrén,
el ion mantiene un exceso de energia que provocara la fragmentacién del mismo hasta alcanzar
una estabilizacién energética. A continuacion, se muestra el esquema de ionizacidén general vy,

como ejemplo de ésta, el caso del metanol:

M+e — M (ion molecular) + 2 e Ecuacién 9

CH;OH+e —  CH3OH"* (ion molecular) + 2 e Ecuacion 10
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El uso de este tipo de ionizacion esta ampliamente generalizado en cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas (GC-MS). Las fragmentaciones, producidas por la energia
electronica, alcanzan tal grado de reproducibilidad que existen bases de datos con los espectros
de compuestos organicos, p.ej. NIST [57], y son empleados en la deteccién de moléculas de origen

desconocido.

La principal desventaja de esta fuente de ionizacion reside en el estado gaseoso previo en que
debe estar el analito para sufrir el proceso de ionizacién, por lo que no se detectaran correctamente

compuestos no volatiles y térmicamente labiles.
lI.3.2. lonizacién quimica (Chemical lonization - Cl)

Tiene un disefio parecido a la fuente de El, siendo la principal diferencia entre ellas es que las
moléculas no se ionizan por una incidencia directa del haz de electrones, sino que dicho haz incide
sobre un gas reactivo [25], ademas de la menor energia aplicada, que provoca una menor o incluso
nula fragmentacion. El gas reactivo empleado al colisionar con el haz de electrones, genera iones
que, mediante reaccidn quimica, ionizaran los analitos presentes en estado gaseoso. Este proceso
se produce bajo unas condiciones de alrededor de 1 torr de presion y una ratio 1:1000 entre
moléculas de muestra y moléculas de gas reactivo; este exceso de reactivo garantiza que el haz
de electrones no incida sobre las moléculas de muestra. Generalmente, los gases reactivos que

se emplean en ionizacién quimica son metano, amoniaco e isobutano.

Una ventaja respecto a la ionizacién electrénica es la formacion mayoritaria de especies
moleculares intactas protonadas ([M+H]*) o desprotonodas ([M-H]), debido a que los electrones
no transfieren totalmente su energia a los analitos y, por tanto, no se producen las fragmentaciones

para alcanzar la estabilidad energética. Esto se traduce en espectros de masas de mayor sencillez.

» La ionizacion quimica positiva (positive chemical ionization — PCI) se produce por la
transferencia de protones en reacciones consecutivas entre las moléculas de gas reactivo, como

se muestra a continuacion usando metano:

CHs + e — CHst+2e Ecuacion 11
CHs*+CHy — CHs*+ CHy Ecuacion 12
CHs*+M  — [M+H]* + CHy Ecuacion 13

» Laionizacion quimica negativa (negative chemical ionization — NCI) se produce mediante
mecanismos de acoplamiento electrénico (con y sin disociacién) y de formacién de par idnico, pero

en aquellas moléculas que estan compuestas por atomos muy electronegativos:
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CHs+te — CHgt+2e Ecuacion 14
MX+e — MX-(acoplamiento electronico sin dis.) Ecuacion 15
MX+e — M +X (acoplamiento electrénico con dis.)  Ecuacion 16

MX+e — M+ X +e (formacidn de par ionico) Ecuacion 17

lI.3.3. lonizacién/Desorcion por laser asistida por una matriz (matrix-assisted laser

desorption ionization — MALDI)

Esta fuente de ionizacién fue desarrollada en 1988, casi de forma simultanea, por Karas y
Hillenkamp [20, 58] en Alemania, y por Tanaka y col. [19] en Japdn, basada en la desorcion e
ionizacion de analitos mediante un laser. Esta técnica de ionizacion aborda los problemas
generados por otras fuentes de ionizacion las cuales trabajan en un ambiente de vacio, como El,
dado que permite analizar compuestos de alto peso molecular, con alta polaridad y/o que se
degradan al exponerlos a altas temperaturas, generando iones moleculares sin fragmentacion en
fase gaseosa. Por todo ello, MALDI es la técnica principalmente elegida en el analisis de
biomoléculas (proteinas, oligosacaridos, etc.) [59, 60] o polimeros sintéticos [61] dada la mejora
obtenida en la sensibilidad de los métodos. Los analisis que usan esta fuente requieren de dos

etapas:

» Primero debe hacerse una mezcla compuesta por el analito a estudiar y un disolvente al
cual se le han afiadido moléculas organicas de pequefio tamafio, denominadas matriz. Debe existir
un exceso molar grande (ca. 1:10000) entre las moléculas de analito y matriz. La mezcla debe
secarse antes de empezar el andlisis, dando como resultado una “solucion sélida”. Los requisitos
que debe reunir una matriz son [30]: gran absorcion de la radiacion del laser a su longitud de onda,
capacidad de disolver correctamente el analito (reduciendo sus fuerza intermoleculares) y formar
cristales de un tamafio apropiado, baja temperatura de sublimacion, y capacidad de participar en
reacciones fotoquimicas para asegurar la eficiencia de la formacion de iones.

» La segunda etapa o ionizacién se produce dentro del espectrémetro de masas, bajo
condiciones de vacio. Los cristales de la solucién matriz-analito seran irradiados con un laser de
pulso corto, que transferira una alta cantidad de energia a los cristales formados, permitiendo la
desorciéon del analito y posterior generacion de iones intactos en fase gaseosa de forma
simultanea. La ionizacién de los compuestos de interés se producira a través de una transferencia
de protones entre las moléculas de matriz y analito [62]; una vez que se produzca la transferencia,

el ion sufrira una desolvatacion y se liberara en forma gaseosa.
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En el afio 2000, Laiko y col. [63, 64] desarrollan una fuente de ionizacion MALDI a presion
atmosférica (AP-MALDI), cuya principal diferencia es la presion de trabajo a la que se produce la
ionizacién y, por tanto, ésta se encuentra fuera de la zona de vacio del espectrémetro de masas.
Se consumira mayor solucién solida de muestra que en MALDI convencional, ya que la
transferencia de iones hacia el espectrometro no serd completamente eficiente; para ello, debe
aplicarse una corriente de alto voltaje (2-3 kV) al soporte que alberga la matriz. Sin embargo, este
aumento no afecta a las sefiales obtenidas dado que se respeta la minima cantidad para realizar
el analisis [65]. En los ultimos afios, esta técnica se ha convertido en una herramienta de alto valor
en la determinacion de moléculas bioldgicas en muestras reales por analisis directo. Ademas, la
simultaneidad de analizar tanto las especies de interés como aquellas que se encuentran a su
alrededor, permiten avanzar en el estudio de los procesos biolégicos en los que intervienen dichas

moléculas [66, 67].

lI.3.4. Fuentes de ionizacion a presion atmosférica (Atmospheric Pressure

lonization - API)

En GC-MS, las fuentes de ionizacidn se encuentran a presion reducida, pero para el acoplamiento
LC-MS surgen las fuentes de ionizacion a presion atmosférica (atmospheric pressure ionization —
API). Este tipo de fuentes fueron desarrolladas para abordar la problematica que supone combinar
los grandes volumenes de disolvente y muestra procedentes del cromatdgrafo y el vacio requerido
por el espectrometro de masas, por lo que el efluente liquido debera ser transformado en una
corriente gaseosa compuesta por iones. Por tanto, se requieren fuentes que produzcan la
evaporacion del disolvente y la ionizacion de los compuestos de interés de forma simulténea,
permitiendo el analisis de compuestos termolabiles y poco volatiles, evitando la derivatizacion
necesaria para la determinacion de los mismos mediante GC. El éxito en la resolucion de estas

cuestiones ha hecho que las fuentes API sean la mas empleadas en la actualidad.

Este tipo de fuentes de ionizacion presentan una serie de ventajas, que pueden ser resumidas en

los siguientes puntos [68]:

o Permiten trabajar con los volumenes de liquidos propios de LC.

o Tienen la capacidad de analizar compuestos no volatiles, polares y térmicamente
inestables que se determinan por LC.

o Presentan sensibilidad en los resultados, llegando a obtener limites de deteccion similares
0 mejores que los adquiridos mediante GC-MS [28].

o Son fuentes robustas y de manejo sencillo.
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Las principales fuentes de ionizacion API se diferencian principalmente en el proceso de ionizacion
de las muestras, la sonda por la que se introduce la muestra y las aplicaciones analiticas de cada
una. En la Figura 5 se muestra un diagrama del rango de aplicacién de las tres fuentes principales

API (ESI, APCIl y APPI) en base a la polaridad y peso molecular del analito de estudio.

100000
V = N\

10000

Peso molecular (Da)

1000 — APPI

No polar Polaridad media Muy polar

Figura 5. Rangos de aplicacion de las fuentes API segun polaridad y peso molecular (APPI, fotoionizacién
a presion atmosférica; APCI, ionizacién quimica a presion atmosférica; ESI, electrospray) [69].

l.3.4.1.  lonizacion por electrospray (ESI).

Desarrollada como herramienta analitica, para su uso en LC-MS, a principios de los afios 80 [70-
73], es la fuente de ionizacion mas utilizada en esta técnica. Su funcionamiento se basa en la
introduccion de la muestra liquida, a un flujo bajo (100-1000 uL min -1), a través de un capilar
metalico (aguja de nebulizacion) al que se le aplica un fuerte campo eléctrico a presion atmosférica;
éste se produce como resultado de una alta diferencia de potencial (+ 3-6 kV) entre el capilar y un
electrodo de referencia. En este apartado se desarrollara el funcionamiento de la ionizacion por
ESI para moléculas pequefias, aunque hay diversos mecanismos de ionizacion en funcién de la
molécula [74]. El campo eléctrico generara una acumulacién de carga en la superficie de las gotas
nebulizadas, la cual, ayudada por una corriente de gas a alta temperatura ubicado de forma coaxial
(generalmente N2) que elimina el exceso de disolvente y limita la dispersion del liquido nebulizado,
formara un espray de microgotas cargadas con una alta densidad de carga; este espray vendra

iniciado tras alcanzar un voltaje critico de ruptura y formar un cono de Taylor [75, 76]. Una vez
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alcanzada la cantidad de carga que puede soportar un cuerpo manteniendo su volumen o limite
de Rayleigh (108 V cm3), las gotas sufren explosiones culdmbicas haciendo que su volumen se
vea reducido. Los iones contenidos en las gotas se desolvataran del disolvente por potenciales
electrostaticos y éstos pasaran a fase gaseosa. Finalmente, los iones de analito seran conducidos
a través de un capilar hacia el analizador (Figura 6).

Capilar
(-3,5 kV)

— =

Nebulizad multicargados
ebulizador \ \
/ . : \ \ sy — o — e J{. b .. r_/ \\\
(+ - —=pF-tH =) Her A
b, LY ey R % +” * +,'I - \
) = \h_‘k
- p—
-

Aguja de ot B
nebulizacidn +¥
Evaporacion P —

Nitrdgeno calentado

Capilar como gas de secado

(-6 kv)

Espray Capilar
generado

Figura 6. Esquema de ionizacién en una fuente ESI.

Al ser una técnica de ionizacion suave, las especies generadas, tanto en positivo como en
negativo, seran los iones de los analitos, en su mayoria, intactos. Con polaridad positiva, se
pueden producir iones con carga multiple, si sus caracteristicas lo permiten, [M+nH]™, o pueden
generarse, siendo muy habitual, aductos de sodio, potasio 0 amonio, entre muchos otros. Si se
analizan compuestos en modo negativo, se detectaran, de forma general, los iones que se

producen por la desprotonacion de las moléculas, [M-nH]™.

Por tanto, al ser un proceso en el que se acumula carga en la superficie de las gotas, se puede
afirmar que el electrospray formado depende no tanto de la cantidad de muestra introducida, sino
de la concentracion de analito. Basandose en esto, se desarrolld6 el denominado
‘nanoelectrospray” (nano-ESI) [77], una miniaturizacién de la técnica ESI en la que se reduce
considerablemente la cantidad de muestra necesaria para el analisis, asi como el flujo de trabajo
(20 nL min-) [78]. Se ha demostrado que nano-ESI disminuye las interferencias producidas por
sales y/o efecto matriz y no requiere una instrumentacion compleja (p.ej. calefaccion ni flujo para

la desolvatacion), lo que permite obtener métodos con una mayor sensibilidad [79]. Gracias a esto,
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el analisis mas habitual mediante esta técnica es en el campo de la protedmica, dada la posible

baja cantidad de muestra disponible [80].

Segun se muestra en la Figura 5, el rango de aplicacién de ESI es muy amplio, abarcando
compuestos de bajo a alto peso molecular. Ademas, también se pueden analizar especies no
volatiles, térmicamente sensibles o labiles [81]. Algunos de los compuestos mas analizados
mediante ESI son residuos de plaguicidas [82], residuos de productos farmacéuticos [83] y la

determinacion de péptidos y proteinas [84].

En el analisis de productos alimenticios deben considerarse las interferencias que pueden producir
los distintos componentes sobre la deteccion del analito de interés una vez se ionicen. Estas
interferencias constituyen el denominado efecto matriz, pudiendo favorecer, disminuir e incluso
llegar a impedir completamente la ionizacién de las moléculas de analito (supresion de sefial) [85,
86).

l.3.4.2. lonizacién quimica a presion atmosférica (atmospheric pressure

chemical ionization - APCI).

En esta fuente de ionizacion, desarrollada por Horning y col. [87, 88] en la década de los 70, el
flujo proveniente del cromatégrafo entra a una cdmara con una alta temperatura (200-500 °C) y
con un gas auxiliar a alta presion, de forma coaxial, para que sea vaporizado rapidamente. Tras
aplicar un alto voltaje (£ 3-5 kV) a un electrodo con forma de aguja, se producira una corriente (de
hasta 10 pA)y se generaré un plasma por efecto corona; este plasma se formara alrededor de la
punta de la aguja e ionizara tanto las especies de interés como las moléculas de disolvente en
fase gaseosa (Figura 7). El haz de electrones generado por la corriente eléctrica da lugar a
reacciones de ionizacion de los gases de la fuente, en forma de N2+ y O2** generalmente, ademas
de producirse reacciones secundarias que permiten la formacién de especies reactivas y los iones

de los analitos estudiados.

Es una técnica de ionizacion suave, por lo que principalmente se obtendra la molécula protonada
en modo positivo y la desprotonada para negativo, pero con mayor propension que ESI a dar lugar
a posibles fragmentos. Dada la necesidad de emplear temperaturas altas en el modo de trabajo,
esta técnica no es apropiada para el analisis de compuestos termolabiles.
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Figura 7. Esquema de una fuente de ionizacion APCI.

Esta fuente es complementaria a ESI para el analisis de analitos con una polaridad y peso
molecular intermedios (<1000 Da). Sin embargo, las diferencias més significativas entre ellas
residen en el mecanismo de ionizacién y en el caudal de trabajo empleado. En cuanto a ionizacién,
en ESI los iones generados en fase liquida son desolvatados y evaporados posteriormente;
mientras que en APCI los iones ya se encuentran en fase gas por la evaporacion del disolvente
cromatografico (S) antes de entrar en contacto con el plasma. En APCI, a diferencia de ESI, se
puede trabajar con flujos altos de efluente (= 1 mL min-') sin que haya una pérdida de sensibilidad;
de hecho, si los valores de caudal son muy bajos, la sensibilidad podria verse afectada. El
mecanismo de ionizacion principal por el que se rige esta fuente de ionizacion, en modo positivo,

es el siguiente [89]:

N2+e — No*+2e Ecuacion 18
No*+2N, — Ns+ + N2 Ecuacion 19
Ns*+ S - 2Ny +S* Ecuacion 20
No* + S — No + S* Ecuacion 21
S*+8 —  [S+H]* + [S-H] Ecuacion 22
[SnitH]*+S — [SntH]* Ecuacién 23
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[SptH*+M —  [M+H]*+ S, Ecuacion 24

S*+M — S+ M- Ecuacion 25

El nitrogeno es excitado por los electrones que emite la descarga de corona (Ecuacion 21), dando
lugar a la especie Ns** que serd la responsable de ionizar el disolvente. Estas especies de
disolvente ionizadas terminaran ionizando la molécula de analito mediante un proceso de

transferencia de proton.

En vista de la complementariedad de APCl 'y ESI, en 1998 se desarrollé una fuente que combinaba
ESI'y APCl y fue comercializada por Agilent [90, 91]. Este tipo de fuentes se caracterizan por su
versatibilidad, ya que en un unico analisis se pueden analizar compuestos tanto por ESI (+/-) como
por APCI (+/-). A pesar de esta ventaja, el coste y los resultados obtenidos no son los esperados,
ya que no se consigue la misma sensibilidad ni robustez que utilizando las dos fuentes por

separado.

l.3.4.3. Fotoionizacion quimica a presion atmosférica (Atmospheric

Pressure Photoionization - APPI).

El principio sobre el que se fundamenta esta técnica es la ionizacion de las moléculas en fase gas
producida por fotones [92, 93]. Es una variante de la fuente APCI en la que se sustituye el electrodo
de aguja por una lampara UV (Figura 8), siendo comun la entrada de moléculas que seran
evaporadas para producir una ionizacion efectiva. Se genera un haz de fotones desde la ldmpara
UV con una cierta energia (hv) p.ej. 10 eV; ésta, siendo mayor o igual al potencial de ionizacién

de las moléculas, seréa la encargada de fotoionizar las especies como ion molecular [2].
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Figura 8. Esquema de la fuente de ionizacién APPI.

Para propiciar la ionizacion en APPI se hace uso de agentes dopantes (D), unos disolventes
adicionales cuya energia de ionizacion es inferior a 10 eV, formando iones moleculares (D**) que
permitiran ionizar tanto las moléculas de S como los analitos (M) por cascada de reacciones. Estos
dopantes deben afadirse en exceso para conseguir la reaccion adecuada, pudiendo ser
introducidos en la fuente mediante una pieza en forma de T post-columna (en LC), en una corriente
gaseosa o afiadido directamente en la fase mévil [94]. En la Tabla 4 se muestran los dopantes
mas empleados, asi como sus energias de ionizacion y afinidad protonica.

Tabla 4. Ejemplos de los dopantes mas empleados en APPI, junto a sus energias de ionizacién y afinidad
proténica [94].

Dopante Energia de ionizacion (eV) | Afinidad proténica (kJ/mol)
1,3,4-Trimetilbenceno 8,40 836,2
Acetona 9,70 812,0
Anisol 8,20 839,6
Bromobenceno 9,00 7541
Clorobenceno 9,07 753,1
Fluorobenceno 9,20 755,9
Tetrahidrofurano 9,40 822,1
Tolueno 8,83 784,0
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En esencia, en polaridad positiva, el analito, el disolvente y el dopante son ionizados por el haz de

fotones. Sin embargo, el dopante tiene la capacidad de ionizar tanto el analito, dando lugar iones

radicales (por transferencia electrénica), como el disolvente, por la formacién de un cluster que

propiciara el ion protonado del compuesto (por transferencia de protén). Los mecanismos de

ionizacion son como se muestran a continuacion [94]:

M+ hy
S+hy
D+hv
D*+M
D*+nS
[D*n§]
[SptH]* + M

—

M+
g~
D~
M+

[D*nS]

[Sw+H]* + [D-H]

[M+H]* + nS

Ecuacion 26
Ecuacion 27
Ecuacion 28
Ecuacion 29
Ecuacion 30
Ecuacion 31

Ecuacion 32

Para la ionizacion en polaridad negativa, ésta se iniciara por captura electrénica, formando los

iones moleculares de las especies. En este proceso, se produciran iones superdxido (O27) que

tendran un papel crucial en la ionizacion de los analitos, ya que reaccionaran con estos mediante

transferencia electronica y, ademas, también intervendran en la formacién de los iones [M-H]™ por

la formacion de clusteres con el disolvente. Las reacciones que tienen lugar en la ionizacién en

polaridad negativa son las siguientes [94]:

M+e”
S+e”
Ox+e”
M+ 0y
M+ 0O,
nS+0;~
M + [Sp-H]-

—

—

—

02_'
M=+ 0O,

[M-H]- + HOz
[Sw-H]" + HOz

[M-H]" + nS

Ecuacion 33
Ecuacion 34
Ecuacion 35
Ecuacion 36
Ecuacion 37
Ecuacion 38

Ecuacion 39

La fuente APPI es complementaria a APCl y ESI, ya que tiene la capacidad de analizar especies

muy apolares, como los hidrocarburos policiclicos aromaticos [95, 96], o aquellas con baja

sensibilidad en las dos fuentes mencionadas. También se ha demostrado que la fuente APPI

presenta un menor efecto matriz que las fuentes APCl y ESI.
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lI.3.5. Espectrometria de masas en condiciones ambientales (ambient ionization

mass spectrometry — AIMS)

A mediados de los afios 2000, surgieron nuevas técnicas en MS que permiten realizar analisis
directo de muestras, propiciando una mayor rapidez de los mismos y reduciendo los costes al no
producirse etapas previas de preparacion. Al conjunto de estas nuevas técnicas se le denomina
espectrometrias de masas en condiciones ambientales (ambient ionization mass spectrometry —

AIMS) y cumplen los siguientes requisitos [97-99]:

o Lamuestra no debe someterse a tratamiento previo, 0 debe minimizarse éste al minimo.
o El analisis debe realizarse en condiciones ambientales, es decir, sin estar bajo una
atmosfera controlada.

o Deben obtenerse mayoritariamente iones con una fragmentacion minima.

Se considera que la AIMS surgié en el afio 2004 cuando Takats y col. desarrollaron la técnica de
ionizacion de desorcion por electrospray (desorption electrospray ionization — DESI) [100] y, al afio
siguiente, Cody y col. desarrollan una técnica basada en plasma denominada analisis directo en
tiempo real (direct analysis in real time — DART) [101]; desde entonces han surgido decenas de

nuevas técnicas basadas en los principios mencionados anteriormente [98, 102, 103].

En AIMS, uno de los métodos para la separacién de los analitos de la matriz es la desorcion, en
la cual las moléculas pueden ser transferidas desde la muestra, en pequefias gotas desde la
superficie y hacia la entrada del espectrémetro de masas. Independientemente del estado de
agregacion en que se encuentre la muestra, ésta es la etapa critica durante el andlisis en
condiciones ambientales, teniendo lugar a la vez que la ionizacion o no. La desorcion puede

producirse de diferentes maneras [103-105]:

» Extraccion mediante liquidos, por la que se emplea un disolvente en forma de espray para
extraer el analito de la superficie en que se encuentra, con la posterior ionizacion e introduccion
en el espectrometro de masas.

» Desorcion térmica, en la que se aplica temperatura a la muestra para fomentar la eficiencia
de desorcion de las especies mas volatiles presentes; el rango de especies detectadas aumenta
al calentar el gas de descarga del plasma. Se puede afirmar que la desorcién y la ionizacion
ocurren en procesos separados ya que, primero, los analitos son desorbidos y, una vez que ya
estan en fase gaseosa, seran ionizados.

» Desorcion quimica o por plasma, en la que las especies excitadas generadas en la

descarga, con una alta energia, son capaces de desorber los analitos presentes en la muestra por
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transferencia de energia quimica. Esto se ha comprobado con compuestos en los que el vapor de
presion es muy bajo y/o nulo, por lo que no hay lugar para la desorcion térmica.

» Desorcién/ablacion laser, empleando laseres de UV o IR enfocados directamente sobre la
muestra se produce desorcion con gran eficiencia gracias a la alta energia del laser empleado y
la capacidad de formar especies multicargadas, aunque con bajos resultados de ionizacion. Por

este motivo, se acoplan a fuentes de ionizacién como ESI.

Sin embargo, uno de los criterios, y el empleado en esta Tesis, para clasificar las técnicas de AIMS
se basa en los mecanismos de ionizacion mas comunes, surgiendo dos grupos bien definidos: las
técnicas basadas en mecanismos de electrospray (ESl-related) y las basadas en ionizacién
quimica a presion atmosférica (APCl-related) [98, 106, 107]. Las técnicas basadas en ESI
transfieren las moléculas desorbidas, ya ionizadas, hacia el espectrometro de masas en forma de
microgotas de disolvente cargadas en fase gas. Por otro lado, las técnicas basadas en APCI
necesitan de un plasma que ionizara los analitos a través de la ionizacion de otras especies; las
técnicas basadas en plasmas, gracias a las especies reactivas formadas, tendran la capacidad de
ionizar los analitos mediante transferencia de energia, afinidad protonica o la abstraccion de
protones. En la Tabla 5 se muestran las técnicas mas empleadas en condiciones ambientales

clasificadas segun el criterio anterior.

Tabla 5. Técnicas en condiciones ambientales mas empleadas [103].

Técni Mecanismo de Mecanismo de
écnica d - P
esorcion ionizacion
Desorcion / ionizacion por electrospray Extraccion mediante Electrospra
(DES)) liquidos pray
S lonizacion por papel espray (PS/) Extraccion mediante Electrospra
ESI por papel espray liquidos pray
Ablacién laser-lonizacion por Ablacion laser Electrospra
electrospray (LAESI) pray
Analisis directo en tiempo real (DART) Desorcién por plasma Descarga de corona
Basado en Descarga luminiscente a presion Desorcién bor plasma Descaraa de corona
APCI atmosférica (APGD) porp g
Plasma a baja temperatura (LTP) Desorcion por plasma Desca_rga, de. barrera
dieléctrica
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lonizacién por descarga de barrera
dieléctrica (DBD)

Descarga de barrera

Desorcion por plasma SN
porp dieléctrica

El desarrollo de éstas ha dado lugar a diversas aplicaciones como el desarrollo de espectrometros
de masas portatiles [108], la determinacion de explosivos in situ [102] o el analisis de compuestos,
contaminantes o no, presentes en alimentos [104, 109-111]. Ademas, gracias a fuentes de
ionizacion como DESI, se ha contribuido al desarrollo de un campo basado en la elaboracién de
imagenes por espectrometria de masas (mass spectrometry imaging — MSI) [112], en el que se
reconoce toda la superficie de muestra, detectando los distintos analitos presentes y generando

una imagen compuesta por todas las sefiales obtenidas en cada punto.

A pesar del elevado nimero de fuentes de ionizacion en condiciones ambientales, las mas
empleadas aun a dia de hoy, gracias a su comercializacién [113, 114], son DESI y DART (Figura
9); sirviendo como modelo en los fundamentos del desarrollo de nuevas técnicas ambientales. La
técnica DESI [98, 100, 104] emplea un espray cargado, tras la aplicaciéon de un alto voltaje, de
microgotas a alta velocidad enfocado sobre la muestra que se quiere analizar; este espray genera
unas primeras gotas que forman una capa de sobre el analito que lo disuelve e ioniza mediante
mecanismo de electrospray. Una segunda tanda de gotas transfiere hacia la entrada del
espectrometro de masas al analito, donde el disolvente se evapora y los iones pasan a fase
gaseosa (Figura 9A). El gas nebulizador debe estar a alta presion (106 Pa) para ayudar a formar

las microgotas.
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Figura 9. Esquema de funcionamiento de una fuente DESI (A) y esquema general del dispositivo empleado
en DART (B).

DART [101] es una fuente de ionizacion en la que se aplica un voltaje entre dos electrodos, uno
en punta y otro plano con un orificio, en presencia de un gas de trabajo (He o N2); la corriente de
electrones generada por la descarga de corriente continua entre electrodos dara lugar a la
formacion de un plasma. Esta descarga se desarrolla en un régimen corona-descarga
luminiscente, en la que se originan especies excitadas, electrones y especies neutras. La
configuracion de DART (Figura 9B) consiste en un tubo dividido en varias camaras, conteniendo
la primera de éstas los electrodos que daran lugar al plasma; las especies generadas saldran por
un electrodo con un orificio, conectado a toma de tierra, y seguiran hacia un segundo electrodo
que actua como filtro para la eliminacion de especies ionicas. Finalmente, las especies reactivas

pasan a una segunda cadmara con una seccidn que calentara el gas de descarga; dichas especies
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salen del dispositivo e interaccionan con las moléculas atmosféricas, sufriendo una serie de

reacciones hasta ionizar las moléculas de analito presentes en la muestra.

Se han desarrollado disposiciones de muestreo de DART, muy parecidas a las empleadas en
DESI, denominadas modo de transmision [115] donde la fuente se coloca enfrentada a la muestra.
En este tipo de disposicion, la muestra es colocada sobre una superficie que puede ser calentada

y, por tanto, la desorcion de los analitos se veria favorecida.

Otra de las técnicas basadas en condiciones ambientales mas empleada y con mayor utilidad es
el plasma de baja temperatura (low temperature plasma — LTP). Desarrollada por Harper y col. en
2008 [116], se basa en la generacion de un plasma ionizante por DBD, la cual se estudiara en

detalle en apartados posteriores.

lIl.4. Descarga de Barrera Dieléctrica como método de ionizacion en MS
lI.4.1. Descarga de barrera dieléctrica (DBD) y principales aplicaciones

Un plasma se define como un gas ionizado, en mayor o menor medida, compuesto por electrones,
iones y especies en estados neutros y/o excitados [117]. Para la generacion de dicho plasma,
debe aplicarse una energia al gas empleado que derivara en la reorganizacién estructural de las
especies presentes, dando lugar a otras, como iones y/o atomos excitados; dicha energia puede
ser térmica, a través de un potencial eléctrico o por radiacion electromagnética [118]. Dependiendo
del tipo de energia y la cantidad aplicada, esto cambiara la quimica del plasma y se podran
clasificar en dos: plasmas térmicos o plasmas en no equilibrio o frios [117]. Dentro de estos
ultimos, se incluyen los plasmas generados a presion atmosférica, de interés en la esta memoria

y cuyas caracteristicas son [117, 119]:

o Baja densidad electronica (<10° m3).
o Colisiones inelasticas entre los electrones y las particulas mas pesadas del plasma.
o Baja temperatura del plasma, propiciada por las pocas colisiones elasticas que sufren las

particulas pesadas; como consecuencia, los electrones presentan una elevada energia.

La presente Tesis Doctoral se centrara en los llamados plasmas frios, concretamente en aquellos
generados por el principio de DBD o descarga silenciosa. Esta se basa en la ionizacién de un gas
de trabajo o de descarga, empleando uno o dos electrodos, donde al menos uno de ellos estara
cubierto por una capa de material dieléctrico (p.ej. vidrio). Dada la presencia del material

dieléctrico, la DBD no podra trabajar con corrientes DC debido a problemas de carga, por lo que
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el modo general de trabajo sera aplicando corrientes AC [120]. Ademas de polarizarse y generar
un campo eléctrico que desplace las cargas, el material dieléctrico también actia como un aislante
entre el plasma generado y los electrodos, disminuyendo el desgaste de éstos producido por las

especies reactivas del plasma.

Una de las grandes ventajas de las DBD reside en la versatilidad de su disefio, es decir, se han
desarrollado dispositivos tanto a nivel industrial como miniaturizados para su uso en aplicaciones
analiticas; la distribucion de los electrodos y el dieléctrico, el tipo de gas elegido o los valores de
amplitud de voltaje escogidos, entre otros, daran lugar a distintos tipos de plasma que se
explicaran en mayor detalle en futuros apartados, haciendo especial énfasis en su aplicacion en
MS.

Debido al voltaje aplicado y al cambio de polaridad del dieléctrico, se produciran electrones de
gran energia que, dada su gran poblacion y las interacciones entre si, permitiran interactuar con
los atomos y moléculas pese a la diferencia de tamafio. Esto dara lugar a especies excitadas y
metaestables sobre todo procedentes del gas de trabajo que, junto a la presencia de los
electrones, llegaran a formar iones. La DBD presenta una aplicabilidad muy alta en el sector
industrial, por lo que a continuacion se procedera a explicar algunas de las aplicaciones mas

relevantes.

La DBD fue introducida por W. Siemens y colaboradores en 1857, tras proponer un método para
la generacion de ozono (Os) a partir de aire empleando dos electrodos anulares, separados entre
si por un dieléctrico (Figura 10) [121]. A principios del siglo XX se hicieron importantes
contribuciones al desarrollo del disefio industrial de generadores de ozono, haciendo que esta
aplicacion haya sido la principal durante muchos afios empleando DBD; a dia de hoy, las
dimensiones de los dieléctricos empleados varian entre 20-50 mm de diametro, de 1 a 3 m de
longitud y con voltajes aplicados alrededor de 5 kV [122]. En lo que respecta a los mecanismos
involucrados en la formacién de ozono, el ambiente presentara un caracter altamente oxidante, v,
por tanto, tendra lugar una reaccién a tres partes en la que estan involucrados O, Oz y N2 del aire.
Primero se disociara el oxigeno molecular por impacto electrénico formando especies radicales y
a continuacion, éste reacciona con el nitrdgeno ambiental, presente generando ozono excitado

(O3*) para después estabilizarse [122]:

02+0+N2— 03*+N2— O3+ N2 Ecuacion 40
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Figura 10. Esquema de la DBD desarrollada por Siemens [121] para la generacién de ozono.

+

Basandose en el principio de generacion de ozono, otra de las aplicaciones empleando DBD es la
limpieza de flujos de gas con agentes contaminantes presentes como pueden ser compuestos
organicos volatiles (volatile organic compounds — VOC), perfluorocarbonos (perfluorocarbons —
PFC), hidrocarburos policiclicos aromaticos (polycyclic aromatic hydrocarbons — PAH), etc.
Mediante la aplicacion de la DBD, se formaran especies radicales (H**, OH", etc.) a partir de H.O
que descompondran los compuestos tdxicos en otras sustancias menos dafiinas y de facil
eliminacion (p.ej. CO, COo, O3, sales o &cidos). Las principales ventajas de emplear DBD es la
baja energia usada en comparacion con otros métodos, como incineracion térmica, ademas de la

sencillez y disponibilidad de los generadores de plasma [122].

Otra de las aplicaciones empleando DBD es el tratamiento de superficies; se puede aplicar un
plasma, en el que las especies radicales de éste actuaran sobre las moléculas del material para
fines muy diversos, tales como la transformacion de las moléculas superficiales del material para
modificar las caracteristicas del mismo (permeabilidad, dureza o niveles de oxidacion), la
activacion de superficies, la reduccion de la resistencia aerodinamica, etc. [123-125]. Ademas de
esto, también se usa en la desinfeccion y esterilizacion de superficies en las que hay involucrados
alimentos, eliminando especies microbioldgicas, ya que se ha observado que la radiacién UV
producida por el plasma, sumado a las especies reactivas generadas, afectan directamente a los
mecanismos relacionados con el ADN, ya que terminan dafiandolo [126-131].

Por ultimo, otra de las aplicaciones es la construccidn de lamparas o laseres excimer [119], ya que
los plasmas DBD se asemejan a las descargas luminiscentes de alta presion y, por tanto, se
pueden emplear como fuentes de radiacion ultravioleta; éstas fuentes generaran especies
excitadas que seran utilizadas en el uso de técnicas como la fotolitografia [120]. Ademas, el deseo
de querer reducir la concentracién de CO; emitido a la atmdsfera requiere de procesos de

transformacion a CO y Oz con un alto gasto energético; gracias a los plasmas DBD y a
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empaquetamientos con materiales inorganicos (p.ej. ZrO2) se han conseguido desarrollar procesos
mas eficaces y empleando mucha menos energia [132-134]. Finalmente, en la Tabla 6 se

muestran, a modo de resumen, las principales aplicaciones de la DBD en el ambito industrial.

Tabla 6. Principales aplicaciones industriales con DBD como principio fisico.

Aplicaciones industriales empleando DBD

Aplicacion general Ejemplo Ref.

Generacion de ozono
[121,

Transformacion de compuestos o y 122]
. Descontaminacion de gases con agentes toxicos
presentes en el gas de trabajo
Reduccion de emisiones de CO: [1 gi]_
Activacion de superficies

[123-
: iy T . L 125]

Tratamiento de superficies Disminucion de la resistencia aerodinamica
. L, L . [126-
Desinfeccion y esterilizacion en alimentos 131]
Desarrollo de dispositivos Lamparas excimer UV [119]

Il.4.2. Uso de DBD en Quimica Analitica

En este apartado se desarrollaran las principales aplicaciones analiticas empleando DBD, excepto
su uso en MS, el cual se detallara mas adelante en la presente memoria. La principal ventaja de
este fendmeno fisico es la posibilidad de fabricacién de dispositivos miniaturizados con las

siguientes caracteristicas [135, 136]:

o Gran poder de disociacion de especies a baja temperatura.
o Configuracion sencilla y modificable.
o Trabajo en condiciones ambientales, no requiere de sistemas de vacio.

o Larga duracion de dispositivos.

Las aplicaciones en Quimica Analitica usando DBD pueden ser clasificadas en dos segun el tipo
de analitos a determinar: la deteccién de especies elementales y moleculares [137]. Mientras que
el primer caso necesita de un aporte energético medio-alto para disociar y excitar las especies
para su posterior deteccidn, en el segundo se requiere baja potencia para llevar a cabo la
ionizacion de los analitos minimizando las disociaciones. A continuacion, se exponen las técnicas

analiticas que son empleadas en la determinacion de especies quimicas mediante DBD (Tabla 7):
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¢+ Espectrometria de emision atdmica (atomic emission spectrometry — AES). Esta
técnica es una de las mas utilizadas en analisis de rutina de elementos metalicos y no metalicos,
ya que presenta una gran eficiencia y alta sensibilidad [136, 138]. Su fundamento se basa en la
excitacion de los atomos a niveles electronicos superiores, por parte de una llama o un plasma, y
su posterior emision de energia hasta regresar a niveles fundamentales [139]. Gracias a las
caracteristicas propias de gran disociacion y excitacion de especies en los plasmas DBD
producidas bajo unas condiciones concretas de voltaje y campo eléctrico, estos son considerados
como una alternativa de bajo consumo a las fuentes de excitacion para la técnica [136]. De forma
generalizada, la configuracion de DBD sera de tipo cilindrico, debido a la forma de introducir la
muestra. Por ejemplo, para el analisis directo de muestras sblidas mediante DBD-AES
miniaturizado, habra que recurrir a una etapa adicional de atomizacion de muestra, empleando
vaporizacion electro-térmica o ablacion laser, para evitar una disminucion en la eficacia de la
técnica ya que el efecto matriz tendré una gran influencia en las etapas de muestreo y atomizacion
[140, 141]. Respecto a la introduccion de muestras liquidas, la problematica reside en la reduccion
de la capacidad de excitacion del plasma e incluso que éste pueda apagarse. Por ello se han
desarrollado varios sistemas, como por ejemplo uno basado en un microtubo por el que se
introduce la muestra con una bomba de jeringa para el analisis de Na, Sr, Pb y Hg, que gracias a
su configuracion evita la electrolisis y, por tanto, la degradacion de la muestra, ya que el liquido no
esta en contacto con el electrodo de alto voltaje [142]; por el contrario, también se desarrollé un
dispositivo para la deteccion de Na, K, Cu, Zn'y Cd [143] en el que la muestra se deposita en una
lamina de vidrio con un hueco, lo que hace que no se requiera un componente para introducir la
muestra, reduciendo el efecto memoria y el consumo de muestra. Ademas, como alternativa a la
introduccion directa de liquidos, se emplea la nebulizacién o la formacion de un espray a partir de
la muestra que ayuda a la construccion de un sistema miniaturizado utilizando un microplasma,
por lo que se reducen los impedimentos mencionados anteriormente [144]. En cuanto a fase
gaseosa, el efecto matriz de las muestras juega un papel crucial, ya que puede interferir
enormemente en la determinacion de analitos a nivel traza; por ello, una alternativa es emplear
métodos basados en la generacion de vapor [145, 146]. Estos pueden ser estandar, o bien
afadiendo agentes oxidantes (p.ej. KMNO4 o H20.) que generarén las especies volatiles, las
cuales tendrén una buena separacion entre si, ademas de obtener mejores resultados, alrededor
de cuatro 6rdenes de magnitud, en la deteccién de elementos no metélicos como C, S, CI, Bry |
[147]. Cabe decir que los mecanismos de excitacion producidos en el plasma aun no estan
completamente vislumbrados, aunque dadas las caracteristicas presentadas se pueden construir

sistemas miniaturizados funcionales para DBD-AES.
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% Espectrometria de absorcion atémica (atomic absorption spectrometry — AAS). Es
una técnica basada en la absorcion de energia con longitudes de onda correspondientes a
transiciones electronicas de radiacion ultravioleta o visible, por parte de sustancias atomizadas
previamente [139]. EI componente fundamental de esta técnica sera el atomizador (p.¢j. de llama)
que, de forma clasica, muestra una gran robustez y reproducibilidad, aunque presenta baja
sensibilidad y capacidad de atomizacion [136, 138]. Por ello, los atomizadores basados en DBD
son una gran alternativa, ya que han presentado mejores resultados de sensibilidad, hasta dos
drdenes de magnitud, y mejor eficiencia en la atomizacién de las especies de interés frente a los
atomizadores clasicos como el tubo de cuarzo calentado para el andlisis de Se, As y Pb [148-
151]. Ademas, sus condiciones de trabajo a baja temperatura (temperatura ambiente), bajo
consumo de energia (alrededor de 5 W), y la configuracion planar de los electrodos y el dieléctrico,
hacen de la DBD un candidato idéneo para desarrollar dispositivos miniaturizados acoplados a la
fuente de radiacién y al detector en un unico disefio compacto [152]. Se han desarrollado
atomizadores basados en DBD a los que se les ha afiadido una pieza en T de cuarzo para realizar
en el mismo procedimiento una etapa de preconcentracion y la posterior atomizacién [153]. La
primera fase de retencidn ocurre tras aplicar un flujo de O2 sobre el cuerpo del DBD, quedando
atrapadas las especies de interés; en la segunda etapa, la de volatilizacién, se para el flujo de gas
y las especies se liberaran y atomizaran; este sistema fue aplicado a analisis ultratraza de As, Sb
y Se, mostrando una evidente mejora en la deteccion [152, 154, 155]. Al igual que en DBD-AES,
aun no estan claros los mecanismos de atomizacion, como por ejemplo la forma en que se generan
los atomos libres y su decaimiento.

¢ Espectrometria atdmica de fluorescencia (atomic fluorescence spectrometry - AFS).
Es una técnica analitica basada en la luminiscencia de las especies, por lo que, tras aplicar una
radiacion, se produce la excitacion por fotones de los atomos y estos emiten desde los estados
excitados en un corto periodo de tiempo (<105 s) [139]. Es empleada en analisis de rutina gracias
a la sencillez de trabajo, aunque no estd tan generalizada como AAS por sus bajas ventajas
respecto a ésta. Al igual que en AES y AAS, el atomizador es la parte fundamental y, basandose
en DBD y sus caracteristicas, se pueden construir atomizadores miniaturizados que compitan con
los clasicos como el de llama, la radiacion UV, etc [136, 138]. La mayoria de las configuraciones
descritas en la bibliografia presentan DBDs con disposicion cilindrica [156-159], en las que la
radiacion fluorescente, perpendicular al haz de luz, fue medida a la salida del atomizador. Un
ejemplo de esto es el sistema desarrollado por Zhu y col. [160], en el que el atomizador tiene una
temperatura de trabajo de 52 °C, lo que permite el acoplamiento de los distintos elementos (fuente
de radiacién, atomizador y detector) en un dispositivo portatil; este disefio se aplicé a la
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determinacion de elementos como Se, Sb y Pb en muestras vegetales y en pelo humano. También
se desarrollé un reactor DBD que actua como atomizador y recolector, es decir, aplicando una
etapa de preconcentracion y limpieza [161]; el analito, en este caso arsénico, se retiene en el
plasma aplicando una corriente de O, siendo llevado a un circuito durante un tiempo para eliminar
interfencias de vapor de agua y, finalmente, la especie se libera y se atomiza tras aplicar un flujo
de H2 [161]. Debido a la configuracion cilindrica empleada, se puede perder eficacia en la técnica
ya que la sefial de fluorescencia solo podra ser medida en la zona del plasma; esto da lugar a una
separacion entre las etapas de atomizacion y excitacion y la de decaimientos de los atomos
generados. La investigacion para avanzar en la técnica DBD-AFS se esta centrando en el
desarrollo de nuevos métodos de introduccion de muestra que mejoren la técnica y permitan la
simultaneidad de los procesos de atomizacidn y excitacion [136].

¢ Quimioluminiscencia (QL). Su fundamento se basa en la radiacion emitida por especies
que han sido excitadas previamente y formadas durante una reaccidn quimica [139]. Dadas sus
caracteristicas de elevada sensibilidad, rapidez de analisis y bajo coste, es una de las técnicas
analiticas mas elegidas para aplicaciones de rutina. Para tratar muestras en fase liquida, los
reactivos necesitan ser oxidados y generar radicales para poder emitir intensamente [135]. Sin
embargo, con el fenémeno de DBD se pueden crear un método efectivo y sencillo de generacion
de especies radicales. En 2007, He y col. [162] desarrollaron un dispositivo DBD, con configuracién
planar, para la determinacion de alcoholes, aldehidos y compuestos aromaticos entre otros;
ademas, este disefio se aisld en una caja negra con el fin de evitar un alto ruido de fondo. En el
mecanismo de excitacion de las especies influyen dos factores: el propio plasma y la radiacion UV
que genera la descarga; también se comprob6 que la anchura de los picos generados esta
relacionada proporcionalmente con la cantidad de radicales generados, asi como con la
reactividad de los mismos.

¢ Detectores GC. Dentro de este apartado habria que resaltar tres tipos de detectores
desarrollados para GC basandose en la DBD [135]: detector DBD similar al detector de llama [163],
un detector de laser de diodo con absorcion atémica (DL-DBD-AAS) [164] y un detector empleando
quimioluminiscencia [165]. En el afio 2006 se comercializd un detector para GC que empleaba
helio y argén como gases de descarga a contracorriente, obteniendo una linea base més estable
y evitando la posible contaminacion del electrodo [163]; la recoleccion de las especies cargadas
se realiza aplicando un voltaje entre los dos electrodos del DBD. Con este detector se consiguio
detectar arsano (AsHs) y fosfano (PHs) en hidrocarburos a concentraciones de partes por millon
(ppm) [166]. El detector basado en AAS [164], especialmente para analitos que contienen Cl
(aunque también se pueden detectar especies de S, |, Br y F), se acopla de forma perpendicular
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al final de la columna de GC y en contacto con el plasma generado; para conseguir una sefial de
fondo constante, se utiliza un gas auxiliar. Por ultimo, el detector fundamentado en
quimioluminiscencia, se aplicé a la deteccion de analitos hidrocarburos halogenados volatiles
(cloroformo, diclorometano, perfluorometano, etc.), obteniendo limites de deteccion del orden de

picomoles [165].

Tabla 7. Técnicas analiticas que utilizan DBD para la deteccién de analitos.

Aplicacion DBD Conflgur,a clteiy LI Especies detectadas Ref.
estandar
AES Cilindrica Na, Sr, Pb, Hg, K, Cu, Zn, Cd, C, S, Cl, Bry | [140-147]
AAS Planar Se, As, Pb, Bi Pb Sn [148-153]
AFS Cilindrica As, Pb, Se, Sb [156-161]
QL Planar Alcoholes, aldehidos, bencenos, cloroalcanos, etc. [162]
Detectores GC Cilindrica Arsano, fosfano, S, I, Br, F,’ hldrocarburos [163-166]
halogenados volatiles

lll.4.3. Diseno de la fuente DBD para aplicaciones en MS

Como se ha expuesto anteriormente, la MS es una de las técnicas con mayor potencial en la
deteccion y cuantificacion de especies, con gran sensibilidad en sus medidas; esto, sumado a las
caracteristicas propias de los plasmas generados mediante DBD ha conducido al desarrollo de
estas fuentes de ionizacion acopladas a MS[167]. Principalmente, este tipo de fuentes fueron
disefiadas para su uso en AIMS, dada la capacidad de estos plasmas de trabajar a presion
atmosférica, asi como su capacidad de analizar la muestra sin tratamiento previo o la posibilidad
de poder construir dispositivos miniaturizados. No obstante, su uso se ha extendido en los
acoplamientos LC-MS y GC-MS, tal y como se detallara mas adelante. Estas fuentes de ionizacion
basadas en DBD estan consideradas blandas, dado que a las especies de interés analizadas no
se les aplicard una alta energia por parte de los plasmas y, por tanto, las moléculas quedaran

intactas o levemente fragmentadas.

Dadas las caracteristicas de las fuentes DBD, éstas pueden considerarse una alternativa a APCI,

e incluso a APPI, ya que se pueden analizar compuestos con igual eficiencia en los mismos rangos
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de peso molecular y polaridad, ademas de la versatilidad presentada. De igual modo, las fuentes
basadas en DBD podrian competir también con la fuente ESI, ya que tiene la capacidad de ionizar
analitos polares con un bajo peso molecular (<1000 Da); por tanto, se puede afirmar que la fuente
DBD comparte lugar con APCI 'y APPI en el diagrama mostrado en el apartado ll1.3.4. (Figura 5).
En apartados posteriores se realizard un analisis comparativo la eficiencia de las fuentes de

ionizacién DBD con respecto a las fuentes comerciales para diversas aplicaciones analiticas.

El tipo de plasma que se genere dependera de los parametros elegidos tales como el voltaje, los
electrodos, el dieléctrico, etc. A su vez, segun la naturaleza del plasma, estos tendran distintas
aplicaciones; por ello, en el siguiente apartado se desarrollarén los parametros necesarios para
producir, bajo unas condiciones idoneas, un plasma que serad empleado como fuente de ionizacion
en MS.

lIL.4.4. Principales parametros de una fuente basada en DBD

La descarga debe producirse entre dos electrodos, uno conectado a alto voltaje (High voltage
electrode — HV) y otro conectado a tierra (ground electrode — GND), y el material o materiales
dieléctricos que los separa, mientras fluye un gas de trabajo que va a ser ionizado y, de este modo,
generar el plasma. El dieléctrico también actia como una barrera que separa el plasma de los
electrodos, a los que se aplica un voltaje AC, en el que tanto su constante dieléctrica como el
espesor del material darén lugar al valor de corriente que puede discurrir a lo largo del mismo para
producir la descarga; ésta se generara si el campo eléctrico es lo suficientemente elevado para
igualar o superar el voltaje de ruptura del gas de trabajo empleado [168]. El material mas utilizado
para actuar como barrera dieléctrica es el vidrio, aunque también se emplean otros como cuarzo,

materiales ceramicos o poliméricos [136, 169].

Por otro lado, se encuentran los gases de trabajo o descarga empleados, que influyen en la
seleccion de valores de los pardmetros involucrados para producir la generacion del plasma; estos
parametros se elegiran en funcién de caracteristicas como la naturaleza de los gases o el flujo al
que se trabaja. El gas de descarga (G) se selecciona, en MS, en base a su capacidad de producir
especies metaestables (GM) (Ecuacién 41) que inicien una cascada de reacciones que lleven a
una ionizacién de los analitos de interés [170].
DBD y
G—GM Ecuacion 41

El gas de descarga debe ionizarse para generar las especies metaestables. En la Tabla 8 se

muestran los potenciales de ionizacion de los gases mas utilizados. Como puede observarse en
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dicha tabla, normalmente los gases mas empleados para este tipo de fin son los gases nobles,
especialmente el helio, dados sus potenciales y capacidad de ionizacion, aunque también se
emplean otros como nitrégeno. Ademas, también se estan empleando mezclas de gases como
helio con pequefias cantidades de nitrégeno, argon con un pequefio porcentaje de propano, o
nitrdgeno con un pequeiio porcentaje de humedad, ya que se ha demostrado que estas
‘impurezas” que van en menor cantidad mejoran y fomentan los mecanismos de ionizacion [171].
Ademas, estos gases también ayudaran al transporte de los iones generados hacia el interior del
espectrometro de masas. En el epigrafe 11l.4.6. se explicaran en mayor profundidad los
mecanismos de ionizacién que tienen lugar en los plasmas basados en DBD, asi como la funcion

de los gases de descarga en los mismos.

Tabla 8. Relacion de elementos de la tabla periddica més empleados ordenados por su primer potencial de
ionizacion (eV).

Elemento Primer potencial de ionizacion (eV)
Helio (He) 24,5874
Nedn (Ne) 21,5645
Argén (Ar) 15,7596
Nitrégeno (N) 14,5341
Oxigeno (O) 13,6181
Hidrégeno (H) 13,5984

Respecto al flujo de trabajo empleado, cabe decir que éste variaré en funcién de las dimensiones
de los dispositivos disefiados, pero para fuentes miniaturizadas el rango de flujo de gas sera de
50 - 1000 mL min-1. Como se ha mencionado anteriormente, el gas mas utilizado es helio dada su

alta energia y, por ende, un menor consumo de la fuente.

El voltaje necesario para la ignicion de un plasma y su estabilizacion vendra determinado por la
ley de Paschen (Ecuacion 42), enunciada por Friedrich Paschen en 1889 [172], en la que se
describen los limites para generar dicho plasma en funcién de la presidn de trabajo y la distancia

entre electrodos:

a-P-d

V= Ecuacion 42
In(P-d)+b
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Siendo V = Tensién disruptiva (V); P = Presion del gas (Pa); d = Distancia entre los electrodos

(m); ay b constantes dependientes del gas de descarga.

Como se puede comprobar en esta relacion, el voltaje y el gas de descarga empleado son los
parametros cruciales a la hora de desarrollar dispositivos para la generacion de plasmas basados
en DBD; la optimizacién de dicho factor también estara influenciada por otros parametros como la
configuracion de los electrodos. En este sentido, si se aplica un voltaje superior al valor critico de
ruptura del gas de descarga utilizado, se obtendra un grado de ionizacién lo suficientemente alto
para que las especies ionicas y neutras permitan la formacion del plasma [168]; el voltaje de
ruptura variara en funcién del gas de descarga. En el caso de una fuente de DBDI de dos anillos,
de la que se hablara en la seccion 111.4.5.3., bastara con aplicar 2 kV al utilizar helio para obtener
un plasma estable; mientras que, si se utiliza argén como gas de descarga, seran necesarios entre
4 y 5 kV para la formacién de un plasma estable. Ademas, este voltaje producira la polarizacién
del material dieléctrico, distribuyendo las cargas en el interior de la lamina dieléctrica y a lo largo
del eje del campo eléctrico aplicado; puede afirmarse que es un parametro que controla de forma
directa la cantidad total de cargas presentes en la descarga, conociendo de forma anticipada el
comportamiento que presentara. Si se estudia la variacién de la amplitud de voltaje, al emplear
valores bajos se muestra un descenso en la cantidad total de carga influyendo directamente en la
energia que tendra el plasma, asi como en la longitud del mismo; por el contrario, si se aumenta
demasiado el voltaje, se generaran demasiadas cargas a lo largo del capilar que cambiaran la

naturaleza del plasma formado y le daran una mayor capacidad disociativa [173].

El valor del voltaje de ruptura es de suma importancia en el desarrollo de dispositivos
miniaturizados que empleen un plasma DBD trabajando a presién atmosférica, ya que conocer
este voltaje permite controlar la distancia minima entre electrodos para obtener un plasma estable.
Por ejemplo, si se hiciera un célculo teérico, concretamente para el helio, en el que se aplicara una
corriente de 240 V y se trabajara a 1000 mbar, aplicando dicha ley, el catodo y el &nodo deberan
estar separados, como minimo, por 24 um para provocar el encendido y posterior estabilizacion
del plasma [174].

Los plasmas frios, concretamente los generados por DBD, se producen mediante pulsos de
voltaje, es decir, los plasmas sufren ciclos de encendido y apagado imperceptibles para el ojo
humano. Por su operatividad a presion atmosférica, dichos voltajes dependerédn de las

caracteristicas del material dieléctrico empleado.
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Los generadores de onda de alto voltaje en corriente alterna trabajan en rangos bajos de
frecuencia (500 Hz — 500 kHz) presentando distintas formas de onda, siendo las mas tipicas las
de onda cuadrada, sinusoidal o por pulsos [138, 175]. Los generadores mas empleados son los
de onda cuadrada y sinusoidal (Figura 11), donde las primeras presentan un tipo de onda en las
que se pasa de forma regular de un valor de voltaje positivo a uno negativo, y viceversa, en un
tiempo reducido; por el contrario, las ondas sinusoidales se caracterizan por ser la funcién
matematica del seno en base al voltaje méaximo aplicado, con una amplitud constante. Ciertos
estudios han demostrado que los generadores de onda cuadrada ofrecen numerosas ventajas en
cuanto estabilidad de la corriente, produciendo un plasma mas estable y reproducible, y su
aplicabilidad en el campo de la Quimica Analitica [137]; ademés, también se ha demostrado que
el uso de estos generadores fomenta la intensidad de las lineas de emision de las especies
metaestables de helio, produciendo un plasma jet mas intenso y, por consiguiente, una mayor
eficacia para la ionizacién suave de las especies. Otra diferencia de los generadores de onda
cuadrada respecto a los generadores de onda sinusoidal es la capacidad de trabajo a menores
valores de alto voltaje, ya que estos permiten mantener mejor el area bajo la onda, repercutiendo

directamente en un mayor precio para el desarrollo del generador [176, 177].

Tiempo

Voltaje

- \V

Figura 11. Onda sinusoidal y onda cuadrada generadas en HV con corriente alterna.

La gran ventaja de este tipo de fuentes reside en la versatilidad de disefio que presentan. Por ello,
alo largo de las ultimas dos décadas, se han propuesto diferentes configuraciones en las que se
varia la disposicién entre electrodos y dieléctrico, todo ello enfocado a las necesidades de la
aplicacion que se pretenda desarrollar. En el caso de que los electrodos estén separados por
completo del plasma formado, se habla de una DBD completa, generando un plasma con menor
capacidad energética; mientras que si alguno de los electrodos esta en contacto con el plasma se

denomina DBD media, presentando el plasma una mayor energia. De forma general, se puede
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hacer una clasificacion de estas configuraciones en funcién de si el plasma se encuentra
encapsulado entre los electrodos o no; si el plasma estéa confinado se definira como descarga en
volumen, mientras que si se forma en un dispositivo con abertura al exterior se denomina descarga
capilar (capillary discharge) [120, 136]. La principal caracteristica para elegir entre un plasma
encapsulado o que salga al exterior es la capacidad disociativa que presenta. En descarga en
volumen, los plasmas tendran una mayor energia que disociara las especies y se usaran en
técnicas como espectrometria de emision; por el contrario, el plasma que sale al exterior sera

aplicado como ionizacién suave en MS [120].
lIl4.4.1. Configuraciones basicas empleadas en DBD

Dentro de las descargas en volumen hay dos configuraciones basicas: planar y cilindrica; la
primera de ellas se utiliza principalmente en el desarrollo de plasmas aplicados a otras técnicas
analiticas como espectrometria de absorcidn o emisidn, mientras que la configuracién cilindrica
encuentra su aplicacion en la rama industrial (p.ej. generacion de ozono). En la Figura 12 se
muestra un esquema con las principales disposiciones de los electrodos para dispositivos DBD.
Debe destacarse que la direccion de propagacién del plasma dependera de la configuracion
elegida y la disposicion de electrodos, variando al identificar cual se conectaré a tierra y cual a alto
voltaje. En este sentido, se hara hincapié en las distintas disposiciones que tomaran los electrodos
HV y GND en la DBD capilar, ya que esta configuracion es la més utilizada en su aplicacion en MS

molecular.

+¢+ En disposicion planar, los electrodos estaran enfrentados de forma paralela, dejando un

hueco en el que se colocara la lamina o laminas de material dieléctrico y, por tanto, se producira
la descarga. Segun se muestra en la Figura 12A, cuando la lamina se coloca en mitad del espacio
entre los electrodos permitira emplear dos gases de trabajo distintos en un mismo dispositivo. Por
otra parte, al poner el dieléctrico en contacto con uno de los electrodos (Figura 12B) se puede
generar una contaminacion en el plasma provocada por el arranque de particulas o sputtering del
otro electrodo que esta en contacto directo con la descarga. Por Ultimo, aquella disposicion (Figura
12C) en la que se produce una descarga completa, por recubrimiento total de los electrodos, sera
la de mayor aplicabilidad, dado que se emplea para analisis elemental y generara plasma de mas

pureza, es decir, sin especies producidas por sputtering [136, 178].
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DBD Planar
A B C
] ] |
] | ]

P Electrodo Plasma Dielectrico
DBD Cilindrica
D F
E 6
I Electrodo Plasma Dieléctrico
DBD Capilar
H I
J K
L
[ | I
oo [ (AQ) HV Plasma Dieléctrico

Figura 12. Diagrama de las principales configuraciones empleadas en DBD. En la parte superior se
representan las principales disposiciones de la configuracion planar: un dieléctrico entre los dos electrodos
(A), un dieléctrico junto a un electrodo (B) y dos dieléctricos junto a ambos electrodos (C); en la parte media
se muestran las disposiciones de la configuracion cilindrica: el dieléctrico entre los electrodos (D), el
dieléctrico junto a uno de los electrodos (E, F) y dos dieléctricos junto a cada electrodo (G); en la parte
inferior se muestra la DBD capilar mostrando el intercambio de la posicidn de los electrodos: configuracién
ring-to-ring (H, 1), pin-to-ring (J, K) y single-pin (L).
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++ La DBD cilindrica consiste en dos electrodos anulares, uno centrado y el otro de forma
concéntrica al primero, con la(s) lamina(s) de dieléctrico entre ellos; ésta puede estar justo en el
medio (Figura 12D), junto a uno de los electrodos (Figura 12E-12F) o en la que los electrodos
estan recubiertos con dos laminas de dieléctrico (Figura 12G). Al igual que con la configuracién
anterior, si no se cubren completamente los electrodos se pueden provocar contaminaciones en
el plasma al producirse arrancado de material de estos. Este tipo de disefio se aplica
principalmente en el tratamiento de gases para eliminar contaminantes presentes o en reacciones
cataliticas basadas en plasmas mas que en MS [136, 178].

+¢+ Por Ultimo, en la DBD capilar el material dieléctrico tendra forma tubular, abierto por ambos
extremos, y en el que los dos electrodos se dispondran entorno a éste o un electrodo en el interior
del dieléctrico, generando un plasma dentro del capilar y permitiendo su salida. Segun la forma de
los electrodos (anular o en punta), asi como la disposicidn del electrodo de alto voltaje y el que
estad conectado a tierra, se distinguen tres configuraciones [136, 179]:

- Anillo a anillo (ring-to-ring). Los dos electrodos tienen forman anular y estan dispuestos en
alrededor del capilar del dieléctrico. Cuando ambos electrodos estan dispuestos en el exterior del
capilar, el electrodo de alto voltaje podra estar, o bien al inicio del capilar (Figura 12H) o al final
(Figura 12I). En el disefio en el que un electrodo se encuentra en el exterior del capilar y otro en
el interior del mismo, el alto voltaje se puede conectar al electrodo interno o al externo.

- Varilla a anillo (pin-to-ring). Ambos electrodos estaran separados por el dieléctrico, ya que
aquel con forma puntiaguda (varilla) se encontrara en el interior y estara en contacto directo con
el plasma; el electrodo interno puede estar conectado a alto voltaje (Figura 12J) o a tierra (Figura
12K).

- Una dnica varilla (single-pin). Unicamente se empleara un electrodo conectado a alto
voltaje que discurrira por el interior del capilar dieléctrico (Figura 12L); para generar la descarga
dieléctrica se utilizaran las paredes del dieléctrico y la propia entrada del espectrometro de masas,

actuando como un electrodo “virtual” a tierra.
l.44.2. Regimenes de los plasmas generados mediante DBD capilar

Una vez explicadas las diversas configuraciones, se procedera a desarrollar los distintos
regimenes de plasmas que pueden producirse en base a las cargas generadas. La aplicacién de
un gran campo eléctrico con elevada amplitud de voltaje producird una DBD en la que se generara
principalmente, en la misma ignicién, dos regimenes de plasma diferentes denominados plasma
jety plasma coincidente [180] (Figura 13). El plasma jet es aquel que sale del capilar al exterior

tras la descarga y se caracteriza por tener una alta densidad de especies reactivas (p.ej. clusteres
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de agua) y baja cantidad de especies de alta energia (metaestables), produciendo una baja
fragmentacion de las moléculas que son estudiadas [173, 181, 182]. Por el contrario, el plasma
coincidente se forma debido al elevado valor del campo eléctrico aplicado y éste se genera en la
distancia que hay entre los dos electrodos, “coincidiendo” con la corriente aplicada entre los
mismos; las especies generadas en este tipo de plasma tendran una mayor energia y, por tanto,
una mayor capacidad disociativa que supondra un aumento también en la fragmentacion de las

especies que se pretendan analizar [173, 179, 180].

Plasma coincidente Plasma jet

Figura 13. Fotografia de la sonda DBDI operando con helio como gas de descarga, en la que se distinguen
el plasma jet y el plasma coincidente generados [167].

Si se pretende desarrollar una fuente de ionizacién para MS molecular basada en DBD, lo ideal
seria tener una en la cual la fragmentacidn de los analitos fuera nula o, en su defecto, minima. En
este sentido, juega un papel importante el ciclo de trabajo o duty cycle, que se define como el
tiempo en el que se aplica voltaje al sistema para producir la ignicion del plasma. El duty cycle
influye en el régimen formado (coincidente o plasma jet), asi como el tiempo en que la fuente
estara encendida o apagada, por lo que este parametro sera de gran utilidad ya que permite un

control adicional en las caracteristicas del plasma deseadas, como los mecanismos de excitacion.
lI.4.4.3. Modos de operacion de la descarga

La DBD produce electrones de elevada energia que, al colisionar con los atomos del gas de
descarga, permiten la excitacién de éstos dando lugar a especies metaestables que se ven
envueltas en los mecanismos de ionizacién de los analitos. En apartados posteriores de la

presente Tesis Doctoral se profundizara en la explicacién de dichos mecanismos.

Segun los procesos de generacion de corriente que predominen en DBD, se distinguen dos modos:

filamentario y homogéneo [183, 184]; si el campo eléctrico es demasiado elevado para causar la
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descarga, se formaran microdescargas individuales (< 200 um), de corta duracion (< 100 ns),
distribuidas de forma aleatoria en el dispositivo DBD, correspondiéndose con un modo filamentario.
En el campo de su uso como fuente de ionizacién intenta evitarse este tipo de régimen en los
plasmas dada su alta energia y, por tanto, su capacidad disociativa sobre la molécula. Por el
contrario, en el modo homogéneo, el plasma generado se distribuira de forma uniforme a lo largo
de los electrodos y tras aplicar voltajes menores, haciendo de este régimen el idoneo en plasmas

que seran utilizados para MS molecular.

En cuanto a la aplicabilidad en el anélisis de compuestos mediante MS, y segun se ha visto en
medidas experimentales [185], trabajar en modo homogéneo y la presencia de plasma jet de gran
longitud propicia la formacion de mas especies N2t en el plasma que, como consecuencia,
fomentara la ionizacion de los compuestos y, por tanto, dara lugar a mejores sefiales. Sin embargo,
el plasma en modo filamentario presenta un comportamiento més disruptivo, haciendo que haya
una menor concentracion de especies ionizantes en el medio, como por ejemplo N*, lo que derivara
en una peor eficiencia del proceso de ionizacién y, por ende, en la disminucién de las sefiales de

los analitos estudiados.

Finalmente, y a modo de resumen, en la Tabla 9 se muestran los principales parametros que son

determinantes en la formacion y aplicacion de un plasma mediante DBD.

Tabla 9. Resumen de los principales parametros involucrados en la formacién de un plasma DBD.

Componente principal Parametros optimizables

Grosor (mm)

Material dieléctrico
Naturaleza (vidrio, ceramica, etc.)

Tipo de gas empleado (He, Ar, N2, etc.)

Gas de descarga
Flujo de trabajo (mL min-1)

Amplitud de voltaje (V - kV)

Distancia (mm)

Disposicion (planar, cilindrica, capilar)

Electrodos
Duty cycle
Frecuencia de pulsos (onda cuadrada, sinusoidal o
pulsada; kHz)
Regimenes: plasma jet / plasma temprano /
coincidente
Plasma

Modos de operacion: homogéneo / filamentario
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lIl.4.5. Principales disefios empleados en DBDI

Como se ha comentado en el anterior apartado, hay un nimero razonable de parametros que
deben tenerse en cuenta a la hora de disefiar una fuente de ionizacion para MS basada en DBD;
estos parametros deben optimizarse en funcion de la aplicacion requerida, ya que la naturaleza

del plasma generado variara segun las condiciones fijadas.

Basandose en esto, hay diversas fuentes DBD que han sido disefiadas para su uso en MS [186];
segun el criterio de la disposicion de los electrodos y el material dieléctrico. En la presente Tesis
se profundizara en cinco fuentes de ionizacién, en base a la configuracion utilizada: ionizacion por
DBD ‘pin-to-plate”, plasma de baja temperatura, ionizacion por DBD “ring-to-ring”, ionizacion por

plasma con capilar activo y plasma por microtubo flexible.

lI.4.5.1. lonizaciéon por descarga de barrera dieléctrica “pin-to-plate”

(Dielectric Barrier Discharge lonization — DBDI)

En el afio 2007, el grupo del profesor Xinrong Zhang desarroll6 la primera fuente de ionizacién
suave basada en DBD acoplada a un espectrometro de masas, denominandola DBDI [187]. Se
disefid como una alternativa a las fuentes de ionizacién ya empleadas en MS en condiciones
ambientales, como DESI o DART [103]. A diferencia de estas dos, DBDI no requiere que el
disolvente esté en forma de espray para ionizar como en el caso de DESI [100] ni tiene una
configuracion tan compleja como es el caso de DART [101]. La finalidad de este disefio es la de
desorber e ionizar los analitos presentes en la muestra en la misma etapa, gracias al volumen de

plasma generado.

Este primer dispositivo DBDI presenta una disposicion pin-to-plate; el electrodo conectado a alto
voltaje tiene forma de aguja y esta hueca por dentro para permitir la introduccion del gas de
descarga, mientras una lamina de cobre actua como electrodo conectado a tierra como se muestra
en la Figura 14. El material dieléctrico empleado es una lamina de vidrio que se situa entre los dos
electrodos, concretamente depositado sobre la lamina de cobre, y a una distancia entre 5y 10 mm
de la punta de la aguja; el vidrio actla a su vez como soporte para colocar las muestras que se
quieran analizar, colocandose sobre una plataforma que permite el movimiento de la muestra en
tres dimensiones para posicionar correctamente cada una de ellas bajo el plasma generado. La
descarga forma un plasma estable entre ambos electrodos tras aplicar un voltaje AC entre 3,5y
4,5 kV, con una frecuencia de 20,3 kHz y el gas de trabajo que discurre por el interior del electrodo
de aguja a 50 mL min-'; los gases testados en este disefio fueron helio, argén, nitrégeno y aire
[187].
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Figura 14. Esquema de la fuente DBDI desarrollada por Na y col. [187]

Las especies de interés elegidas para su analisis utilizando este dispositivo fueron 20 aminoéacidos,
los cuales se depositaron sobre la lamina de vidrio que actia como dieléctrico; los resultados
mostraron, para la evaluacion de L-alanina, una buena reproducibilidad y un limite de deteccion

de 3,5 pmol.
lI.4.5.2. Plasma de baja temperatura (Low Temperature Plasma - LTP)

Un afio después de ser publicado el primer trabajo utilizando una fuente DBDI acoplada a MS[187],
el grupo del profesor R. Graham Cooks reportd una nueva fuente de ionizacién basada en DBD
que denominaron plasma de baja temperatura (Low Temperature Plasma — LTP) [116]. Esta fuente
esta basada en el disefio de Na, aunque con ciertas modificaciones cruciales como el uso de un
capilar de mayor tamafio o el cambio en la configuracion de los electrodos (pin-to-ring) que permite
la interaccion directa del plasma jet generado con las moléculas presentes en la superficie de la

muestra.

Harper y colaboradores presentaron el disefio de LTP [116] que consiste en un capilar de vidrio
que actua como dieléctrico, un electrodo de acero inoxidable con forma de pin conectado a tierra,
centrado axialmente en el interior del capilar, y un anillo de cobre colocado en el exterior del capilar
y en lado opuesto del pin, actuando como electrodo de alto voltaje (Figura 15). Para operar el
plasma en el interior del capilar y mantenerlo estable se aplico un voltaje entre 2,5 — 5 kV y una

frecuencia de 2 a 5 kHz, produciendo los pulsos con un generador de onda cuadrada.

79



Introduccion

Entrada de gas

N_

- Electrodo
' ‘\‘f:\ Hv
\ o Entrada MS

T N ,
A\ lones ’ I

: desorbidos
@ \ —
y 9 ))‘ )
y )\) ) ) )
Superficie ——
Muestra

Figura 15. Esquema de la fuente LTP disefiada por Harper y col. [116].

Respecto al gas de trabajo utilizado en LTP, éste presenta dos finalidades: fluir a lo largo del
interior del capilar para producir la descarga y transportar los analitos, ya ionizados y/o desorbidos,
hacia la entrada del espectrometro de masas. El tamafio y disefio de la fuente de ionizacion LTP
permite el uso de gases de descarga como aire, argon, nitrégeno y helio, siendo estos dos ultimos
los mas comunes permitiendo el uso de flujos de entre 5 — 1000 mL min-1[188]. El disefio de esta
fuente genera un plasma jet que sobresale un par de centimetros respecto al capilar, el cual puede
ser modificado tras variar la posicion del electrodo con forma de pin, dando lugar al posible control
de la fragmentacién producida por el plasma [186]. Gracias a que el electrodo HV se encuentra
separado de la region de descarga, la muestra no se dafiara por un impacto eléctrico; ademas, la
temperatura del plasma esta alrededor de 30 °C, lo que deriva en la posibilidad de analizar

directamente sustancias sin dafio térmico (Figura 16).

Figura 16. Fotografia del plasma jet actuando sobre la superficie de un dedo para su analisis [116].
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Ademas del disefio original explicado anteriormente, a lo largo de los ultimos afios han surgido
nuevos disefios de LTP tras aplicar, desde modificaciones leves, hasta otras de caracter critico.
Dentro del amplio numero de disefios presentados [107, 186, 188], se podrian destacar:, la
utilizacién de maultiples sondas de LTP(LTP array) [189], cambios en la configuracion de los
electrodos (LTP ajustable, LTP dual) [190, 191], modificacion de su tamafio (LTP miniaturizado)

[192], o el intercambio de la conexidn de los electrodos (LTP inverso — iLTP) [193].

Gracias a todas las caracteristicas explicadas anteriormente, la fuente LTP se ha convertido en
una de las herramientas mas utiles y con mayor numero de aplicaciones presentadas para AIMS.
Esta técnica es capaz de analizar compuestos en estado sélido, liquido 0 gaseoso, incluso si las

muestras presentan una matriz compleja.

l.4.5.3. lonizacion por descarga de barrera dieléctrica “ring-to-ring”

(Dielectric Barrier Discharge lonization — DBDI)

Desde el afio 2001, el grupo del Dr. Joachim Franzke ha estado desarrollando microchips basados
en DBD para su uso en técnicas como la espectrometria de absorcion con diodo laser [194]. Dicho
grupo siguié desarrollando estos dispositivos basados en DBD y, en 2007, presentd una
acoplamiento de esta fuente de ionizacién con espectrometria de movilidad ionica [195], cuya
mejora y perfeccionado se llevd a cabo en afios posteriores [170, 196]; a este dispositivo se le
denomin6 DBDI.

En 2009 presentaron un disefio de dispositivo DBDI que serviria como fuente de ionizacidn suave
para MS [197]; la principal diferencia con la DBDI desarrollada por Na y col. [187] es la
configuracion que presentan los electrodos y el material dieléctrico, ya que ésta muestra una
disposicion ring-to-ring que permite una mayor versatilidad y adaptacion como fuente de
ionizacion. Como se observa en la Figura 17, el dispositivo consiste en un capilar de vidrio, que
actiia como dieléctrico y sobre el que se disponen dos electrodos con forma de anillo, con una
cierta separacion entre ellos; en este disefio, el primer electrodo es el conectado a tierra y el
segundo el de alto voltaje, encontrandose a 2 mm de distancia del final del capilar. Para la ignicién
del plasma, se aplica una corriente alterna con un voltaje de 5,5 kV, una frecuencia de 35 kHz y la
anchura de los pulsos fue de 2 us. Por el interior de este capilar discurre el gas de trabajo, en este
caso helio, a un flujo de 150 mL min-'; el plasma generado saldra por la abertura del capilar y,
como ya se ha explicado anteriormente, se formara un jet que contendré las especies encargadas

de ionizar los compuestos.
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Figura 17. Esquema de la fuente DBDI desarrollada por el grupo de Franzke [170, 195-197].

La novedad que mostré este trabajo fue el acoplamiento de la fuente DBDI a un equipo de LC-MS,
ya que se buscaba una alternativa para el andlisis de moléculas con un amplio rango de
polaridades y cuyo comportamiento fuera comparable con las fuentes de ionizacién comerciales
API (ESI, APCI y APPI). Este acoplamiento se resolvid con éxito tras realizar una modificacion
sencilla en la fuente comercial de APCI, empleando una sonda de poliéterétercetona (PEEK) y una
junta térica para ajustar facilmente la posicién del plasma en relacion con la entrada del
espectrometro de masas. La sonda se puede colocar de forma ortogonal o axial con respecto a la
entrada del espectrometro de masas, en la posicion dptima para obtener la maxima ionizacién de
las especies de interés, dependiendo del disefio del espectrometro de masas en cuestion. En esta
tesis doctoral, se ha empleado un posicionamiento de la sonda axial, como se detallara en el
apartado de materiales y métodos. En cualquier caso, para que se produzca una ionizacién
eficiente de los compuestos con DBDI, es necesario que el flujo procedente de la LC sea
vaporizado, como ocurre con APCl y APPI; es decir, la ionizacion se produce en fase gas. Hasta
la fecha, este disefio de la fuente DBDI ha sido la mas empleada en el acoplamiento con la técnica
LC-MS, habiéndose publicado diversas aplicaciones analiticas basadas en LC-DBDI-MS con
resultados prometedores, como la determinacion de contaminantes en alimentos [198, 199] o

explosivos [200].

lI.4.5.4. lonizacién por plasma con capilar activo (Active Capillary Plasma

lonization — ACaPl)

Otro de los dispositivos desarrollados en el campo de la DBD es el presentado por el grupo del
Prof. Renato Zenobi en 2012 [201]. En este trabajo, se reporté el uso de una fuente DBD
denominada fuente de ionizacion por plasma utilizando un capilar activo (Active Capillary Plasma
lonization - ACaPl). Dicho capilar, ademas de albergar el plasma generado que actta como fuente
de ionizacién, también es el encargado de transportar las moléculas hasta la entrada del

espectrometro de masas para su analisis.
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La sonda desarrollada se basa en una configuracion de los electrodos ring-to-ring, tal y como se
muestra en la Figura 18; se compone de un electrodo hueco de acero inoxidable por cuyo interior
discurre el gas de descarga; este electrodo esta centrado axialmente en un capilar de cuarzo que
actla como dieléctrico y que esta a su vez recubierto por una lamina de cobre en la zona en la
que se genera el plasma. En funcién de la polaridad seleccionada, positiva o negativa, para el

analisis de especies variara la conexion de los electrodos a toma de alto voltaje o tierra.

Hechrede Atfnplamiento Entrada MS
Electrodo hins directo a MS
interno (hueco) ! [ /
:
1 [
/_’ 1 -‘.Ti ¢ o
| = |
|
Entrada de gas |
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Material / \ Electrodo

dieléctrico interno

Figura 18. Representacion esquematica de la fuente de ionizacion ACaPI desarrollada por Nudnova y col.
[201].

Respecto a términos de encendido del plasma, se aplicd una corriente AC de 2,5 - 5 kV, con una
frecuencia de 10 kHz. Este disefio no utiliza un flujo de gas de descarga como tal, sino que, gracias
al gradiente de presion generado entre la entrada del espectrémetro (a vacio) y la presion
atmosférica, produciéndose la ignicion de este flujo y las especies ionizadas viajaran por el capilar
hasta ser introducidas en el espectrometro para su analisis. El final del capilar de cuarzo esta
acoplado directamente a la entrada del espectrdmetro para evitar la dispersion de las especies y
se produzca un gradiente eficiente. Hay que destacar que la eficiencia de desorcion se ve
mejorada, dado que se emplea un gas a altos flujos (1,5 — 3 L min-1) [202]. Recientemente, el grupo
del Prof. William A. Donald ha conseguido desarrollar una fuente ACaPI en la que se ha disminuido
la amplitud de los pulsos empleados, en el orden de nanosegundos, logrando un descenso en el
consumo de potencia y un menor ruido de fondo en los espectros [175]. Este tipo de fuente ha sido
comercializada bajo el nombre de SICRIT® (Soft lonization by Chemical Reaction in Transfer)
[203], pudiendo ser adaptada a las principales marcas de espectrometros de masas.
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1.4.5.5. Plasma por microtubo flexible (Flexible Microtube Plasma - FuTP)

Por ultimo, en este epigrafe se va a hablar sobre la fuente mas reciente desarrollada basada en
DBD: el plasma por microtubo flexible (FUTP). Este dispositivo fue presentado por Brandty col. en
2018 [204], basandose en la configuracion del iLTP, es decir, el electrodo con forma de pin (interno)
conectado a alto voltaje y el anillo que recubre el capilar dieléctrico se conecta a tierra; la principal
diferencia que presenta, y por la que se caracteriza este disefio, es que no presenta un electrodo
fisico conectado a tierra. Esto ha llevado a la miniaturizacién del dispositivo, derivando en una
elongacion del capilar que contiene el electrodo HV vy, a su vez, la pared de este capilar actia

como un “electrodo virtual” que permite la formacion del plasma.

Como puede verse en la Figura 19, se utiliza una pieza en T de PEEK, empleada normalmente
en HPLC, para fijar el capilar flexible de silica fundida (125 mm de longitud; d.i. 250 um; d.e. 350
Mm), asi como el electrodo de Wolframio (d. 100 um) el cual estara conectado a alto voltaje; por
la entrada que queda libre en la T discurrird el gas de trabajo empleado, desplazandose
unicamente hacia el capilar ya que el resto de aberturas estaran selladas para evitar fugas. Todo
el capilar tendra un recubrimiento de politetrafluoroetileno — propileno etileno fluorado (PTFE -

FEP), que afiadira un punto mas de seguridad al separar la zona de descarga del contacto directo.

A Entrada de gas B

q WV
Electrodo Pieza 7 s i
1 55 um
100pum [
]
Electrodo de I |—|\ .
Wolframio 4-5mm Capilar de
Tubo de silica fundida

PTFE-FEP

Figura 19. Representacion de la fuente FUTP disefiada por Brandt y col. [204] (A) y fotografia de la
formacion de plasma a lo largo del canal y posicionado a la entrada del espectrémetro de masas (B) [204].
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Gracias a la miniaturizacion, también se reduce el flujo de gas empleado (<100 mL min-*), lo que,
unido a la disminucién de los voltajes, hace que puedan utilizarse distintos gases (N2, aire, Ho,
etc.) y no solo los gases nobles mas comunes, como helio o argén; por tanto, puede confirmarse
que esta reduccion en las dimensiones, los voltajes y los flujos empleados abaratan el precio de
este disefio. En el estudio presentado por Brandt y col. se trabaj6 con helio como gas de descarga
a un flujo de 50 mL min-1, siendo suficiente con un voltaje de 1,5 kV para poder producir la ignicién
del plasma [204], lo que supone una reduccion en comparacion con los 5,5 kV empleados, por

ejemplo, en la fuente DBDI (ring-to-ring) [197].
lI.4.6. Mecanismos de ionizacién

En este epigrafe se va a explicar en detalle la forma en la que las especies generadas en el plasma,
formado mediante DBD, propician la ionizacién de las moléculas de interés que posteriormente
seran analizadas mediante MS. Aunque puedan emplearse distintos gases de trabajo para operar
el plasma, los mecanismos de ionizacion en plasma DBD han sido bien establecidos por Franzke

y colaboradores [170, 195, 196] usando helio como gas de descarga en la fuente DBDI.

Se ha establecido que, para la ionizaciéon de especies en positivo, las cascada de reacciones
asociada con los mecanismos de ionizacién comienzan por la ionizacién tipo Penning [97] a
presion atmosférica. Los atomos de un gas noble en estado excitado metaestable interaccionan
con las moléculas y especies de su entorno, produciendo la ionizacién de éstas tras la pérdida de
un electrén. Esta interaccion inicia una cascada de reacciones, hasta que el analito de interés es
ionizado en su forma protonada. Dado que el gas de descarga mas comun es helio y su mecanismo

de ionizacién esta bien definido, a continuacién, se muestran las distintas reacciones que tienen

lugar:
HeM + N, — He + No* + e Ecuacion 43
No* +2 N2 — Ns* + N2 Ecuacién 44
Transferencia de carga N4t + H20 — 2 Nz + H.0* Ecuacion 45
H.0 + H,0* — OH* + H30* Ecuacion 46
H20 +HiO0*+ N2 — (H20)2H* + N2 Ecuacion 47
(H2O)ptH* + N2 — (H20)nH* + N2 Ecuacion 48
Transferencia de protén (H2O)sH* + M — (H20)n + [M+H]* Ecuacion 49

Como se puede observar, usando He como gas de descarga, los iones de helio metaestables

(HeM) producen la ionizacién de N2, que acaba produciendo la ionizacién de vapor de agua, siendo
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finalmente los clusteres de agua los responsables de la ionizacion de los analitos de interés. Los
mecanismos de ionizacion en DBD son muy similares a los que ocurren en la descarga de corona
0 APCI, en el sentido de una ionizacion primaria de moléculas por parte de los electrones que
derivara en la ionizacion del analito; sin embargo, la presencia de un gas de descarga con alta
energia de ionizacién provocara la ionizacién de las moléculas que estén en niveles inferiores y,
por tanto, dando lugar a una mayor eficiencia en los mecanismos de ionizacién. En este sentido,
como se puede observar en la Figura 20, el estado metaestable de helio tiene una alta energia
comparado con otros gases de descarga comunes, mientras que, por ejemplo, el estado
metaestable de argon (11,56 eV) se encuentra a un nivel de energia inferior al nivel de ionizacion
del agua (12,6 eV), por lo que se necesitaria una especie de un rango superior que aportara la
energia suficiente y que se produzca la cascada de reacciones de manera eficaz. Asi, para el uso
de otros gases de descarga como argdn, se han descrito mecanismos de ionizacién basados en
la ionizacion quimica mediante el uso de dopantes [181] 0 mecanismos de ionizacién mediados

por radicales, en ausencia de agua [209)].

% | He —&—
— He* + Ne+ +
20 —
HeM —@—
— N, —o— Ne* —o—
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16— N'—— A —O— Ne
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5 2+ ArM —O—
2 4 Y o=
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He —o— N, —o— Ar —o— 0, o Ne —o—

Figura 20. Diagrama de energia de los estados electrénicos de helio, nitrdgeno molecular, argon, oxigeno
molecular y nedn. En linea roja y discontinua se presenta el nivel de ionizacién del agua (12,6 eV) [170,
181].
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Los mecanismos que se producen en modo negativo aun no estan bien definidos para este tipo
de plasmas, aunque se ha observado que las especies generadas son iguales al usar tanto la
fuente DBDI como la APCI [200]; se propusieron distintos procesos que tienen lugar en técnicas
basadas en plasma para obtener iones M-y [M-H]- [97]: captura electronica, disociacion por
captura electrénica, transferencia de protén, unién aniénica o el intercambio de carga por el ion
0o

Uno de los objetivos de esta Tesis Doctoral es indagar en mayor profundidad en los mecanismos
de ionizacién que tienen lugar en el plasma de DBD, por ello se estudiara el posible rol que

desempefian los pardmetros de la descarga en el control de los mecanismos de ionizacion.

lI.5.DBD como fuente de ionizacion en cromatografia de liquidos acoplada a

espectrometria de masas (LC-DBD-MS)

Como se ha descrito anteriormente, el acoplamiento de técnicas separativas a MS hace que
mejore la selectividad, permitiendo a la vez una mayor automatizacion del proceso y una mejora
en la reproducibilidad. El crecimiento de este tipo de acoplamiento ha permitido que fuentes
tradicionalmente utilizadas en AIMS se utilizaran con este tipo de acoplamientos. En este apartado

se van a detallar algunos de los trabajos mas relevantes que utilizan DBD acoplado a LC-MS.

El primer trabajo en que se acopld LC-DBDI-MS fue el reportado por Hayen y colaboradores [197]
donde se testaron analitos de diversa polaridad (azuleno, bifenilo, PAH, etc.) haciendo una
comparacion entre distintas fuentes de ionizacion (DBDI, ESI, APCIl y APPI). Se asume que la
fuente DBDI debe regirse por un mecanismo similar al de APCI; por ello, en este trabajo la mayoria
de iones detectados mediante DBDI fueron [M]* y [M+H]*, al igual que en APCI, pero
observandose una mejora en la sensibilidad. Aunque se compartan mecanismos de ionizacion,
esta mejora puede justificarse por un mayor tamafio de plasma y la capacidad de generar mas
especies reactivas. En el caso de ESI y APPI existen ofras limitaciones. La ionizacion por
electrospray es bien sabida como fuente de ionizacién para moléculas polares, no en este caso, y
para APPI la eficiencia de ionizacion se ve limitada, ya que no se han empleado dopantes.

Aunque el gas de descarga mas empleado sea helio, la extraccidén de éste es cara y existen
alternativas como el argon; este gas presenta mayores voltajes de ruptura y ademéas puede
producir un plasma filamentario no apto como ionizacion suave. Sin embargo, es posible utilizar

un dopante afadido al argdn para disminuir el voltaje necesario para la ignicién del plasma y
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ayudar en la ionizacion de las moléculas de interés. Por ello Schitz y col. [181] caracterizaron el
plasma de DBDI empleando una mezcla argon-propano utilizando un equipo LC-TOF-MS para
separar y evaluar la eficacia de ionizacion de distintos analitos (atrazina, cocaina, simazina, etc.).
Los resultados con argdn-propano mostraron espectros similares a los obtenidos con helio,

llegando a ser una alternativa al disefio clasico.

Uno de los campos en los que se ha abordado la presente Tesis es el anélisis agroalimentario; en
este campo se han desarrollado diversas aplicaciones utilizando DBDI como fuente de ionizacion
para LC-MS. EI primer trabajo que reportd que utilizd este acoplamiento fue el presentado por
Gilbert-Lépez y col. en 2012 [198], en el que se analizaron plaguicidas (simazina, diuron,
terbutilazina, etc.) y PAHSs (fluoreno, pireno, benzo[a]pireno, etc.) para realizar una comparacion
entre fuentes de ionizacion (DBDI, APCI y ESI) en tres matrices distintas: aceite de oliva, aguas
residuales y naranja; los tratamientos de muestra empleados para realizar una etapa de
eliminacién de interferentes de la matriz y/o preconcentracién de los analitos fueron el método
QuEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, Safe) y la extraccion en fase solida (Solid
Phase Extraction — SPE). En este estudio se concluyé que DBDI ofrecia unos mejores valores de
linealidad y efecto matriz que las fuentes comerciales ESI y APCI, ademas de una mayor
capacidad de ionizacién, ya que usando solo la técnica LC-DBDI-MS, se consiguié la ionizacién
de compuestos con propiedades fisicoquimicas muy diferentes entre si, los cuales requerian para
su deteccion el uso combinado de las técnicas LC-ESI-MS y GC-MS [28]. Posteriormente, se
publicé otro estudio en el que se evaluaron distintos plaguicidas en muestras de manzana, naranja
y tomate con tres fuentes distintas (ESI, APCI y DBDI) [206]; la fuente DBD ofrecié unos valores
de efecto matriz mejores que los de APCIl y una supresion de sefal inferior a la de ESI, ademés
de mejorar la sensibilidad de compuestos que no son facilmente ionizables por electrospray. Lara-
Ortega y col. [199] presentaron el andlisis de 80 plaguicidas, incluyendo algunos de ellos
organoclorados (tipicamente analizador por GC-MS), en DBDI, APCI y ESI; los resultados
mostraron que, la fuente DBDI tenia la capacidad de ionizacion de analitos que no pueden hacerlo
con ESI, habia un aumento en la sensibilidad, en parte debido la ausencia de aductos de sodio
formados, y una disminucion del efecto matriz comparandolo con APCI. Siguiendo en esta linea,
también se ha descrito el anélisis de plaguicidas en manzanas utilizando un nanoLC y el dispositivo
ACaPI como fuente de ionizacién, mejorando la sensibilidad frente a LC-ESI-MS o GC-EI-MS
[207].

Otro de los campos de aplicacion es el analisis de contaminantes, como la determinacion de

explosivos en suelo y el andlisis de aguas residuales [200]. La naturaleza de estos analitos, con
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presencia de grupos nitroaromaticos, hace que su analisis con ESI sea dificil y se recurra a APCI.
En este sentido, se desarrollé un método para la determinacion de explosivos mediante LC-DBDI-
MS y su posterior comparacion con APCI; en cuanto a los resultados obtenidos, en muestras reales
se reportaron unos LOQ del orden de ppb (ug kg-') y unos efectos matriz muy similares a los que
se presentan con la fuente comercial APCI. Por Ultimo, caben mencionar otras aplicaciones, como
el método desarrollado por Hagenhoff y Hayen [208] para la determinacién de vitamina D y sus
metabolitos en suero sanguineo empleando LC-DBDI-MS, obteniendo mejores valores de efecto
matriz y sensibilidad que ESI; también Brecht y col. [209] analizaron vitamina D y su metabolito
usando la técnica LC-LTP-MS con argdn como gas de descarga y obteniendo mejores resultados

que usando helio o la deteccion de lipidos en muestras biologicas mediante DBDI [210].

En la Tabla 10 se muestra un resumen de las principales aplicaciones que han sido desarrolladas
basandose en la técnica LC-DBDI-MS.
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Tabla 10. Resumen de las aplicaciones realizadas empleando la técnica LC-DBDI-MS.
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lI.L6.DBD como fuente de ionizacion en cromatografia de gases acoplada a

espectrometria de masas (GC-DBD-MS)

Otra de las técnicas cromatograficas que se pueden acoplar a DBD es GC. El uso de flujos bajos
y la capacidad de analizar muestras en estado gaseoso facilita, en teoria, el acoplamiento de este
tipo de fuentes de ionizacion. Esta clase de acoplamientos requieren de una interfase calentada
para evitar la condensacién de los compuestos en la parte de la columna que se posiciona fuera
del horno del cromatdgrafo para su acercamiento a la fuente de ionizacion y la entrada del
espectrometro de masas. En esta seccion se expondran las aportaciones mas relevantes
acoplando GC a DBDI-MS (Tabla 11).

Uno de los primeros disefios en que se prob6 el acoplamiento GC-DBD-MS se hizo usando una
sonda LTP como fuente de ionizacién para el anélisis de compuestos volatiles como alcanos,
PAHs, terpenos, etc. [211], siendo una opcidn mas econdmica y permitiendo complementar los
datos de impacto electrénico con resultados de masa molecular. Posteriormente, Mirabelli y col.
reportaron el acoplamiento de un cromatégrafo de gases a su fuente de ionizaciéon ACaPI [212],
testandolo con plaguicidas (simazina, atrazina, etc.) y drogas de abuso (cocaina, diazepam, etc.);
para acoplar ambos instrumentos se utilizé un capilar en el que se inserto la salida de columna del
cromatografo y la entrada de la fuente de ionizacién, calentando dicho capilar alrededor de 300 °C
para evitar una condensacion de los analitos. Posteriormente, Huba y col. [213] indagaron en los
mecanismos de ionizacion de PAHs empleando ACaPI, detectando iones [M+H]* no vistos con
anterioridad. Gracias al uso de la microextraccion en fase sélida (Solid-Phase Microextraction —
SPME), |la cual permite la preconcentracidn de los analitos o el cleanup frente a interferentes [214],
se aumento la sensibilidad de los analitos estudiados en comparacion con las técnicas clasicas
GC-MS vy, ademas, no fue necesario el uso de una interfase de vacio dedicada como ocurre
también en la técnica convencional. En 2021, se publico un trabajo en el que se comparaban las
técnicas GC-EI-MS y GC-ACaPI-MS para la deteccion de n-alcanos [215], permitiendo resolver

mezclas complejas de estos analitos que no se resuelven bien con la técnica tradicional.

Por otro lado, Schiitz y col. [216] presentaron en 2015 el primer acoplamiento de la fuente DBDI
(ring-to-ring) a un cromatdgrafo de gases, cuya salida de columna se colocd en 90° respecto al
plasma y la entrada del espectrémetro de masas ya que se comprob6 que era la posicién dptima
para la ionizacién; se analizaron en modo negativo compuestos perfluorados (Perfluorinated
compounds — PFC), como el perfluorooctano o el acido perfluorooctanoico, como alternativa a las
fuentes convencionales ESI, APCly APPI. En 2019, Vogel y col. [217] fueron un paso més adelante

y mostraron una interfase para el acoplamiento GC-DBDI-MS en la que se podia controlar la
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atmdsfera presente entre el plasma generado y la entrada del espectrometro de masas, justo
donde se depositaba la muestra, mostrando una menor fragmentacion de las especies y una
menor formacioén de aductos; este disefio permitio bajar los limites de detecciéon de compuestos
perfluorados hasta dos érdenes de magnitud con respecto a otras técnicas. Hagenhoff y col. [218]
desarrollaron un método basado en GC-DBDI-MS para la determinacién de alcanos semifluorados,
usando la técnica de espacio de cabeza, en ceras empleadas en la reduccion de la friccion en
esquis mejorando los datos obtenidos frente GC-EI-MS. En cuanto a aplicacién a matrices reales,
Zheng y col. [219] presentaron la determinacion de diversos plaguicidas organoclorados,
basandose en la deteccion del ion Cl- en zumo de naranja, estando la columna de gases acoplada
directamente al capilar en el que se produce la DBD y obteniendo limites de deteccion cercanos a
los producidos por otras técnicas, como ICP-MS. Recientemente, Zheng y colaboradores [220]
publicaron un método para la deteccion elemental de compuestos fluorados, en la forma NaxF+,

utilizando la fuente DBD a una interfase de nanoESI con una corriente de electrolitos de sodio.

En el primer trabajo donde se acoplé una fuente FUTP [221] a un cromatdgrafo de gases se
evaluaba la deteccion de compuestos perfluorados; la salida de columna del cromatdgrafo se
colocd en un angulo de 30° respecto a la entrada del espectrémetro de masas, dirigiendo la
corriente con los analitos hacia el plasma con su posterior ionizacion. Se alcanzaron unos limites
de deteccién en el rango de pg L, lo que demostré la eficacia de la técnica GC-FuTP-MS frente
a otras fuentes como DBDI, LTP y iLTP. Posteriormente, y buscando la mejora del acoplamiento
con GC, Vogel y col. [222] desarrollaron una pieza en forma de cruz (cross piece) para acoplar
directamente el plasma, la introduccién de muestra y la entrada del espectrometro de masas.
Aparte de esto, el uso de esta pieza permite controlar la atmésfera en la que se produce la
ionizacion de los compuestos, introduciendo una mezcla de gases para reemplazar el aire que
rodea la zona de la ionizacion; con esto se consigue reducir la influencia de la atmédsfera externa,
como la fragmentacidn durante la ionizacién de las moléculas y también se reduce el efecto matriz
observado. Con este disefio se han desarrollado dos aplicaciones en muestras reales: la
determinacion de biomarcadores de céancer en saliva [222] y el analisis de BTEX (Benceno,
Tolueno, Etilbenceno y Xilenos) en aceite de oliva [223]. En ambos trabajos se demostrd la mejora
en la eficiencia de ionizacion al realizar el acoplamiento con la cross piece, mostrando unos

espectros con la minima fragmentacion.
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Tabla 11. Resumen de las principales aplicaciones desarrolladas mediante GC-DBDI-MS.
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lI.7.DBD como fuente de ionizacion en espectrometria de masas en condiciones

ambientales

El desarrollo de aplicaciones analiticas empleando fuentes DBD acopladas a técnicas
cromatograficas ha sido complementario al uso de este tipo de fuentes de ionizacion para el
analisis directo de muestras mediante MS, combinando la capacidad de desorcion de los plasmas
con su capacidad de ionizacion. Debido a las ventajas que ofrece el analisis directo de muestras,
con nula o minima preparacion, el mayor nimero de aplicaciones basadas en fuentes de descarga
dieléctrica se relacionan con la AIMS (Tabla 12). Por tanto, en esta seccion se detallarén las

distintas aplicaciones desarrolladas en base a cada fuente de ionizacién DBD empleada en AIMS.

Las primeras aplicaciones analiticas del uso de plasmas generados mediante DBD en AIMS las
encontramos en los trabajos de Nay colaboradores empleando la fuente DBDI (pin-to-plate) para
la deteccidn del ion [M+H]* de 20 aminoacidos [187] o la determinacion directa de explosivos [224].
Con la configuracion DBDI ring-to-ring también se han reportado aplicaciones en AIMS, como por
ejemplo el desarrollo de un método analitico para la diferenciacion de los distintos aceites

lubricantes para motor, basandose en un analisis directo [225].

Sin embargo, es LTP la fuente DBD méas usada en AIMS, con diferencia. Uno de los campos en
los que mas se ha utilizado la fuente LTP es en el analisis directo de alimentos, estando
estrechamente relacionado con el campo de la seguridad alimentaria, que comprende desde la
determinacion de la composicion y comprobacion del etiquetado de producto hasta la deteccion
de fraudes (adulteraciones, contaminaciones, falsificaciones, etc.). Asi, se han desarrollado
distintos métodos de anélisis directo, como la determinacion de acidos grasos, compuestos
fendlicos y volatiles en aceite de oliva [226], plaguicidas en pieles de frutas y verduras [227, 228]
o la deteccion rapida, cualitativa y semicuantitativa, de fungicidas en muestras de vino [229]; en
cuanto a fraude alimentario se refiere, se han presentado varios métodos empleando LTP para la
determinacion de melanina, una sustancia empleada para falsear los niveles de proteina en
alimentos, sin tratamiento de muestra y mejorando la sensibilidad respecto a los limites legales
[230, 231].

En el campo de la deteccion de sustancias que suponen una amenaza para la seguridad, se
requieren técnicas simples y con capacidad de analisis in situ, por lo que el LTP es una herramienta
de gran utilidad que ha sido usada en el desarrollo de métodos para la determinacion de explosivos
con elevada sensibilidad y selectividad en comparacion con los métodos oficiales [232-234]. Por

ultimo, centrando la atencidén en sustancias que afectan al organismo humano, como
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medicamentos o drogas de abuso, se obtuvieron resultados satisfactorios para el analisis directo
sobre comprimidos [116] o para hacer de ellos métodos rutinarios en el control de calidad de la
industria de forma mecanizada y sin emplear tratamiento de muestra [235]. El uso de LTP también
se ha demostrado satisfactorio para la determinacién de drogas en muestras bioldgicas (saliva,
orina o pelo) [236], o la diferenciaciéon de sustancias presentes de forma natural en plantas
respecto a las drogas sintéticas afiadidas posteriormente [237]. Dadas las capacidades de
desorcién de esta fuente, se ha encontrado que LTP puede utilizarse para el andlisis de muestras
depositadas sobre papel o vidrio, colocando la muestra delante del plasma para su desorcion y

posterior ionizacion [238-242).

Cuando la fuente de ionizacion empleada es ACaPI, se han desarrollado distintas aplicaciones
para el andlisis directo de agentes quimicos nocivos, como sustancias que afectan al sistema
nervioso, en diversas superficies (carton, papel, etc.) y empleando espectrometros de masas
convencionales y portatiles [243-245], mejorando la sensibilidad y reduciendo el efecto matriz y
los tiempos de anélisis. Como se ha explicado en el apartado lll.6., la técnica SPME aporta grandes
ventajas y es por ello que se ha utilizado ampliamente en los analisis donde se ha utilizado el
dispositivo ACaPI; de forma general, la fibra de SPME se coloca en el interior del dispositivo para
producir la desorcion y en linea con el espectrometro de masas. Teniendo en cuenta esto, se han
desarrollado aplicaciones para la determinacién de plaguicidas (simazina, terbutilazina, etc.) en
aguas [246] y zumo de uva [247], el analisis de PAH en aguas, empleando dopantes para mejorar
la eficiencia de ionizacion [248], o la deteccion de drogas de abuso (cocaina, diazepam, fentanilo,
etc.) en refrescos y fluidos biologicos [249]. También se ha reportado la determinacién, de forma

simultanea, de distintos agentes nocivos en matrices complejas como es la orina [250].

Finalmente, siendo el dispositivo FUTP el elegido como fuente de ionizacidn, se han desarrollado
diversas aplicaciones, tanto en MS, como en espectrometria de movilidad ionica [251] 0 en MS/
[112, 252]. Si se centra la atencion en MS, en el afio 2020 se presentd un estudio en el que se
analizé colesterol en sangre de manera directa [253], sin tratamiento de muestra previo, utilizando
un laser de diodo para producir la desorcion en lugar de calentar la muestra [254]; ésta se deposita
sobre una novedosa estructura de dxido de cobre-vidrio, con unas cavidades para lograr una
mayor eficacia de desorcion permitiendo el analisis de plaguicidas, explosivos y medicamentos.
Basandose en este trabajo, se realizd el anélisis de lipidos (acido oleico, esfingomielina, etc.) [255],

obteniendo un método sin excesiva fragmentacion y sin necesidad de calentar externamente.
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Tabla 12. Resumen de aplicaciones desarrolladas empleando la fuente DBDI en condiciones

ambientales.
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Tabla 12. (Continuacion)
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IV. Objetivos

El objetivo principal de la presente Tesis Doctoral es el estudio de fuentes de ionizacién basadas

en DBD, y su aplicaciéon a LC-MS, con especial atencidn al analisis de compuestos que no son

facilmente ionizables mediante fuentes de ionizacion convencionales, como son ESI y/o APCI. El

grupo de investigacion en el que se ha desarrollado esta Tesis Doctoral, en el marco del proyecto

PID2019-107691RB-100 financiado por la Agencia Estatal de Investigacion, ha trabajado en lineas

afines evaluando diferentes caracteristicas de las fuentes basadas en DBD vy el desarrollo de

metodologias aplicadas a muestras reales de interés.

Este objetivo general ha sido acometido a través de una serie de objetivos parciales que se

enumeran a continuacion:

1)

Profundizar en el entendimiento de los mecanismos fundamentales de ionizacién, en
polaridad positiva y negativa, asociados a las fuentes de ionizacién basadas en el principio
DBD. La finalidad de este objetivo es entender la capacidad de ionizacién de las fuentes
DBDI para su mejor aplicacion utilizando los hidrocarburos policiclicos aromaticos como

sistema de evaluacion.

Examinar el potencial de la fuente DBDI como fuente de ionizacion en LC-MS para el
analisis de lipidos neutros como los glicerolipidos. Este tipo de compuestos son un reto
para su analisis mediante ESI y su determinacién es de gran importancia en campos como
la biologia o la alimentacién. En este objetivo se evalu¢ la capacidad del acoplamiento LC-
DBDI-MS para el anélisis de este tipo de compuestos, comparandose su eficiencia con
fuentes comerciales como APCI y demostrando la aplicabilidad del método para el analisis

de muestras reales de caracter arqueoldgico.

Evaluar la ionizacion y determinacion, mediante fuentes DBD en LC-HRMS, de plaguicidas
de dificil ionizacién por fuentes comerciales, como las ftalimidas. Para este fin, se
desarrollaron métodos analiticos utilizando dos fuentes de ionizacién, DBDI y FUTP, y sus
resultados se compararon con la fuente de ionizacion comercial basada en plasma, APCI.
Asimismo, se ha desarrollado la aplicacion de un método analitico para este tipo de

analitos en muestras reales de origen alimentario.
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V. Resultados y discusion

En este apartado se presentan y discuten los resultados obtenidos como fruto de las
investigaciones realizadas en el transcurso de la Tesis Doctoral, que se presenta por la modalidad
compendio de articulos, segun establece la normativa para la defensa de tesis doctorales de la

Universidad de Jaén.

Cada capitulo se corresponde con uno de los objetivos parciales o especificos de la Tesis, y se
inicia con un resumen del trabajo que engloba su hipdtesis de partida y los principales resultados
obtenidos. A continuacion, se presenta el trabajo desarrollado en inglés, incluyendo las principales
conclusiones extraidas del mismo. Al final de cada capitulo se incluye su propio apartado de

referencias bibliogréficas.
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V.1.1. Resumen

La ionizacion de descarga de barrera dieléctrica (DBDI) representa una fuente de ionizacién con
gran versatilidad para su aplicacion acoplada con MS, demostrandose previamente en el grupo de
investigacion en el que se ha desarrollado la presente Tesis Doctoral su potencial para el analisis
de un amplio espectro de moléculas. Sin embargo, los mecanismos de ionizacién asociados a las
interacciones entre el plasma y las moléculas en fase gaseosa son muy complejos y apenas se
han investigado. Durante un largo periodo de tiempo se ha asumido los mecanismos de ionizacion
de APCI como universales para todo tipo de plasmas. En este primer capitulo se han evaluado los
mecanismos de ionizacién de una fuente de ionizacién DBDI de dos anillos utilizando los PAHs
como analitos modelo. Estos compuestos tienen la peculiaridad de promover la formacion de iones
protonados, [M+H]*, o iones radicales, [M]*, en funcion de las caracteristicas del medio de
ionizacion. En este trabajo, se observaron dos tendencias de ionizacion para APCly DBDI durante
el analisis de PAHSs; los compuestos con afinidad protonica (PA) por encima de 856 kJ/mol fueron
detectados como [M+H]* cuando se utiliz6 APCI como fuente de ionizacién. Por otro lado,
independientemente de la PA, DBDI mostr6 su predileccidn por las reacciones de intercambio de
carga. La adicion de dopantes en fase gaseosa provocd un desplazamiento de los mecanismos
de ionizacion hacia reacciones de intercambio de carga, favoreciendo la formacién de iones [M]*
y mostrando que el anisol provoca un aumento significativo en las sefiales de especies radicales
de PAHSs, siendo alrededor de nueve veces superior en el analisis con DBDI empleando como gas
de descarga una mezcla de Argon-propano (Ar-Prop-DBDI), uno de los gases de descarga
propuestos junto con He. La presencia de atomos metaestables de alta energia (p.ej., HeM) con
altos potenciales de ionizacién (IE= 19.80 eV) no mostré una mayor abundancia de los PAHs ni
una fragmentacion excesiva de las moléculas. Ademas, otras especies en la region del plasma jet
con |[E mas cercanas y apropiadas, como las moléculas excitadas N2 B[g, son probablemente las

responsables de producir la ionizacion tipo Penning de los PAHSs.
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V.2.1. Resumen

La constante evolucién metodolégica e instrumental en MS ha ayudado a implementar la
capacidad de andlisis e identificacién en campos como la metabolomica y la lipidomica, siendo la
investigacion en fuentes de ionizacién es una de las claves. Uno de los desafios en MS es el
andlisis de lipidos neutros como los glicerolipidos o los esteroles, necesitando de estrategias de

derivatizacion y/o aditivos especiales para poder llevar a cabo su anélisis mediante ESI-MS.

La fuente de ionizacion convencional alternativa para el analisis de lipidos neutros es APCI. Las
fuentes de ionizacion basadas en plasma comparten el mecanismo de ionizacion, con ciertas
modificaciones, con APCI, pero ofrecen ciertas ventajas asociadas inherentemente a su disefio y
funcionamiento. La fuente de ionizacion DBDI ha ganado notoriedad en los ultimos afios dada su
versatilidad y el amplio rango de moléculas que pueden ser ionizadas. En este trabajo, se ha
evaluado el acoplamiento de LC-DBDI-MS para el analisis de lipidos neutros. Para la optimizacion
del método y evaluacién del comportamiento de la fuente de ionizacién se seleccionaron un
conjunto de subclases de lipidos (triacilglicéridos, diacilglicéridos y esteroles). Las principales
especies detectadas con esta fuente de ionizacion fueron [M-H2O+H]*, [M+H]* o [M-R-H20+H]*,
atribuidas a la deshidratacion de esteroles, protonacién o la fragmentacion de una cadena acilica
acompafada de la pérdida de una molécula de agua en los glicerilolipidos, respectivamente. En
términos de sensibilidad, la fuente DBDI mostré mayores abundancias y limites de cuantificacion
iguales o mejores que los obtenidos mediante APCI para glicerolipidos y esteroles. Como caso de
estudio, se analizaron diferentes muestras arqueoldgicas con contenidos variables de lipidos
neutros, especialmente triacilglicéridos. La identificacion se llevé a cabo empleando masa exacta
y la férmula preliminar asociada a esta, la coincidencia de tiempos de retencidn con estandares
analiticos, e informacidn estructural adicional obtenida de la fragmentacion producida en la fuente.
El alto grado de insaturacion y la presencia de esteroles mostraron el potencial origen vegetal del

material almacenado en las muestras analizadas.
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V.3. Cromatografia liquida — espectrometria de masas con ionizacion de descarga de
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V.3.1. Resumen

Existe un grupo de pesticidas que presentan dificultades durante su analisis mediante ESI-MS
pero que también pueden sufrir degradacion térmica dificultando su anélisis mediante métodos
que utilicen GC. Una de las alternativas para su analisis mediante LC-MS es el uso de APCI como
fuente de ionizacién. La capacidad de las fuentes de ionizacidn basadas en DBD representan una
alternativa con gran potencial dada su demostrada capacidad para el analisis de pesticidas

tradicionalmente detectados utilizando GC.

En este articulo, se ha estudiado el potencial del plasma de microtubo flexible (FUTP) como fuente
de ionizacion en LC-MS de alta resolucién para la deteccion de plaguicidas dificiles de ionizar, es
decir, no polares y no ionizables por fracciones acido/base. Se evaluaron compuestos de la familia
de las ftalimidas como dicofol, dinocap, o-fenilfenol, captan, captafol, folpet y sus metabolitos. El
comportamiento de la fuente FUTP se ha comparado con la fuente DBD tradicional con
configuracion de dos anillos, DBDI. Se observaron distintos mecanismos de ionizacion para estos
compuestos, dificiles de ionizar, que implican sustituciones nucleofilicas y sustraccion de protones,
con diferencias sustanciales en los espectros obtenidos en comparacioén con APCI. Se logré un
incremento de cinco veces en la sensibilidad comparado con la fuente APCI estandar. Ademas,
se ha observado una mayor tolerancia para el efecto matriz en ambas fuentes DBD. La importancia
de los resultados mostrados no se limita unicamente a una mejora en la sensibilidad en
comparacion con APCI, sino, méas crucial, la capacidad de ionizar eficazmente compuestos no
polares, de elucién tardia (en cromatografia de fase reversa) y no ionizables. Ademas del o-
fenilfenol, ([M-HJ), el resto de compuestos fueron eficazmente ionizados mediante mecanismos
que implican la rotura de enlaces causado por el efecto de especies reactivas en el plasma o su
combinacion con la degradacion térmica y posterior ionizacién. La herramienta desarrollada puede
ser empleada para descubrir compuestos no polares en diversas muestras ambientales de interés

social a través de estrategias de deteccidn no especificas (non-target screening, NTS).
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VI. Conclusiones

En la presente Tesis Doctoral, se ha estudiado la utilizacién de nuevas fuentes de ionizacion

basadas en DBD para su acoplamiento con cromatografia liquida/espectrometria de masas de alta

resolucion. Las principales conclusiones derivadas de este trabajo pueden resumirse como sigue:

1)

Las fuentes basadas en DBD han mostrado un mecanismo de ionizacion sustancialmente
diferente al observado en la fuente de ionizacién convencional basada en plasma, APCI.
Las diferencias se observaron tanto para especies protonadas como radicales analizadas
bajo las mismas condiciones. La fuente de APCI, como se esperaba, depende de las
reacciones con Ny de la composicion del disolvente para controlar los mecanismos de
ionizacion, algo que en la fuente DBDI apenas presenta importancia. En el caso de DBDI,
la ionizacién se ve influenciada por el gas de descarga y la atmdsfera en la que se
desarrolla la ionizacion.

Los resultados de este trabajo mostraron una mayor propension a las reacciones de
intercambio de carga para formar iones radicales en el caso de DBDI, y sugieren la

presencia de reacciones secundarias involucradas en la ionizacién.

Se ha desarrollado la primera aplicacion para el analisis de lipidos neutros utilizando DBDI
como fuente de ionizacion mostrando las mismas capacidades o mejorando a fuentes de
ionizacion convencionales. Parametros no especificos de las fuentes de ionizacion como
la presién/caudal del gas de secado o la temperatura de vaporizacién son de gran
importancia para mantener la integridad estructural de glicerolipidos y esteroles
evaluados, ademas de permitir una mayor informacién estructural sin la necesidad de
emplear MS/MS. Las rectas de calibracion mostraron mejores sensibilidades para la
fuente DBDI que para APCI. El potencial del método desarrollado se evalué utilizando
muestras arqueologicas. Este trabajo puede sentar un precedente en el desarrollo de
futuras investigaciones en el campo de la lipiddmica, evaluando distintos analitos en

muestras complejas y en diversos rangos de polaridad.

Se ha demostrado el gran potencial del acoplamiento LC-FuTP-MS para analisis dirigidos
y no dirigidos. La importancia de los resultados no solo se cifie a la mejora en sensibilidad
con respecto a la fuente de ionizacién comercial, APCI, sino también a la capacidad de
ionizar compuestos poco polares que eluyen tarde durante anélisis cromatograficos. La

mayoria de los compuestos estudiados (entre ellos, plaguicidas como las ftalimidas)
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fueron ionizados de manera efectiva a través de mecanismos basados en rupturas de
enlaces relacionadas con las especies reactivas del plasma o la combinacidn de la
degradacion térmica durante la vaporizacion sumada a la ionizacion. El desarrollo de este
acoplamiento puede permitir nuevas estrategias de analisis no dirigido donde se detecten
estos compuestos, muchas veces obviados, en muestras medioambientales. Se le ha de
sumar la tolerancia a la deteccion en presencia de matrices complejas manteniendo la
flexibilidad y efectividad de ionizacién para una mayor cobertura de polaridad de los
analitos. Los analisis en modo negativo utilizando LC-FuTP-MS pueden ayudar a
desarrollar nuevos métodos efectivos para el analisis de compuestos per- y poli-fluoradas,

de gran importancia en la actualidad.
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