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AN

isis IC-MS/MS de acido

tritfluoroacetico segun DIN 38407-53

TFA: un producto de degradacién generalizada de PFAS que

genera cada vez mas preocupacion

El &cido trifluoroacético (TFA) en aguas superficiales 'y
potables genera preocupaciéon debido a su
persistencia, movilidad y limitadas opciones de
mitigacion [1-3]. Como producto de degradacién de
PFAS (sustancias perfluoroalquiladas vy
polifluoroalquiladas), el TFA se libera principalmente
en sitios industriales, mientras que las fuentes
secundarias incluyen la degradacion de compuestos
que contienen grupos trifluorometilos (por ejemplo,
ciertos pesticidas y refrigerantes) [4-6]. Para
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garantizar un monitoreo confiable, el organismo
aleman de normalizacién DIN publicé la norma para
el andlisis de TFA mediante LC-MS/MS de inyeccidon
directa. Este método cuantifica AGT en un rango de
0,1a 3,0 ug/Ly hasido validado en 12 laboratorios en
Alemaniay Suiza.7,8].

Esta nota de aplicacion describe la configuracion del
método validado utilizando cromatograffa ionica (Cl)
con posterior deteccién de masas con un
espectrometro de masas de triple cuadrupolo.
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ANTECEDENTES

El 4cido trifluoroacético (TFA) es un PFAS (sustancia
perfluoroalquilo y polifluoroalquilo) de cadena
ultracorta que pertenece al grupo mas toxico de los
dcidos perfluorooctanoicos (PFOA).Figura 1) [9]. En
general, las concentraciones de TFA son
significativamente mas altas que las de otros PFAS, ya
que el TFA es un producto de degradacion de esas
sustancias [3]. Por ejemplo, los TFA representaron mas
del 90% de los PFAS totales medidos en varias aguas
potables alemanas analizadas [9]. Se ha convertido en
una sustancia ubicua y persistente con alta movilidad
debido a su falta de sorcidn, y plantea varias
preocupaciones ambientales y regulatorias [3-6,10].
Las emisiones constantes de TFA estan provocando
aumentos irreversibles en sus concentraciones, por

ejemplo, en el agua de lluvia, los suelos y el agua
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Figure 1. TFA y PFOA son tipos de acidos carboxilicos
polifluorados. EI PFOA, denominado «C8», contiene ocho dtomos
de carbono, mientras que el TFA, el mas pequeno de este
subgrupo, tiene dos &tomos de carbono (adaptado de Burtscher-
Schaden et al. [9]).

Como las tecnologias convencionales de tratamiento
de agua ofrecen poca o ninguna eficiencia de
eliminacién de TFA, el riesgo de su acumulacién esta
aumentando [3]. En consecuencia, las agencias
ambientales y de salud estéan pidiendo medidas
regulatorias mas estrictas, como restringir los
pesticidas que contienen PFAS y los gases fluorados,
para limitar una mayor formacion de TFA [3,8,9].
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potable, pero también en el suero humano, las
plantas y los alimentos de origen vegetal [3]. Las
concentraciones medias medidas de TFA en la
precipitacion alcanzaron 0,29 pg/L en los EE.UU. [11],
0,21 pg/L en Alemania [1],y 0,70 pg/L en China [12].
Las concentraciones medianas de TFA en el agua
potable varfan de 0,08 ug/L (EE. UU.) a 0,5 ug/L
(Suiza), e incluso hasta 1,5 ug/L (Alemania) fueron
similares o superiores a los limites propuestos de PFAS
totales en el agua potable (0,5 ug/L) en la Directiva de
Agua Potable de la UE[9,13].

Los umbrales para los efectos irreversibles no estan
claros, pero los estudios de toxicidad en mamiferos
sugieren que el TFA también es perjudicial para el
higadoy la reproduccion.3].

En 2020, la Agencia Federal de Medio Ambiente de
Alemania (UBA) establecié un valor de referencia para
la salud de 60 ug/L para TFA en el agua potable, pero
recomienda no superar los 10 pg/L como medida de
precaucion [14]. Otros paises han establecido limites
similares, como 9 pg/L en Dinamarcay 2,2 ug/L en los
Pafses Bajos [15,16].

Reconociendo la necesidad de un monitoreo
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confiable, la organizacion de estandarizacién alemana
DIN desarrollé un estandar para el andlisis de TFA [7].
Este método utiliza inyeccién directa (cromatografia
lfquida con espectrometria de masas en tandem
[LC-MS/MS]) para cuantificar TFA en el rango de 0,1 a
3,0 ug/L y fue validado por 12 laboratorios en
Alemaniay Suiza [8].

A diferencia de la mayorfa de las normas, la norma
DIN 38407-53 permite el uso de varias técnicas de LC,
como HPLC con HILIC, columnas de modo mixto y de
fase inversa (RP), asi como enfoques de cromatografia

MUESTRA Y PREPARACION DE MUESTRA

Se incluyeron ocho muestras en el conjunto de
muestras: dos muestras de agua subterrdnea, una
muestra de agua de lluvia, una muestra de agua
potable, dos muestras de agua superficial y dos
muestras de agua superficial enriquecidas con
concentraciones nominales de 1,18 ug/Ly 2,87 ug/L

EXPERIMENTO

Los estandares y las muestras se inyectaron
directamente sin mas pasos de preparacién (Figura
2). Después de la separacion en una columna de
intercambio anidnico, se detectd TFA con un
espectrémetro de masas de triple cuadrupolo 6475
de Agilent.

El manejo de muestras y estdndares se realizo
mediante el rdpido 889 IC Sample Center — cool,
aumentando la estabilidad de los liquidos a medir. Se
ejecutd una inyeccion de bucle completo de 100 ul.
Todas las mediciones, incluidos los estandares, los
blancos (0,1 % de metanol en agua ultrapura) y las
muestras, se realizaron por triplicado.

La separacion de TFA de otras especies aniénicas se
logré en una columna Metrosep A Supp 17 — 150/4.0
equipada con una columna Metrosep RP2 Guard/3.5
para mejorar ain mas la separaciéon de compuestos
organicos anionicos. Se utilizaron condiciones
isocraticas junto con un eluyente de carbonato
fortificado con metanol (es decir, 5 mmol/L de
Na,CO5, 0,2 mmol/L de NaHCO35, y 10% de
metanol) para mejorar la evaporacién durante la
ionizacion por electrospray (ESI).
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ionica [7,8]. Metrohm mejord y adaptoé el método de
analisis IC-MS/MS para cumplir con los requisitos
descritos en DIN 38407-53 [7,8]. Esta nota de
aplicacion describe la configuracion del método
utilizando un cromatégrafo de iones Metrohm, una
columna de separaciéon Metrosep A Supp 17 vy
deteccién de masas con un espectrémetro de masas
de triple cuadrupolo 6475 de Agilent. (m/z 113y 69).
El método cumplié todos los requisitos y fue validado
con éxito durante la prueba interlaboratorio.

de TFA [8]. Las muestras fueron transportadas en una
hielera y refrigeradas a 4 °C antes del andlisis. Todas
las muestras fueron analizadas dentro de siete dfas.
No se utilizé ningun estédndar interno para la
fortificacion adicional de las muestras y los
estandares.

Figure 2. Configuracién para el andlisis de TFA en muestras de
agua con un centro de muestras IC 889 — frio (izquierda) para la
introduccién y el enfriamiento de la muestra, un IC Metrohm 940
Professional y un TQMS 6475 de Agilent Technologies (derecha).
El detector de conductividad es opcional pero muy
recomendable para el desarrollo de métodos, ya que permite un
monitoreo efectivo de altas concentraciones de compuestos
anionicos para evitar su ingreso al ESI-MS/MS.
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El CI se control6 con el software MaglC Net que
permite la deteccion de aniones mayoritarios, ademas
del &cido trifluoroacético objetivo, a través de
mediciones de conductividad. La senal MS se registrd
utilizando un Agilent 6475 TQ MS con un voltaje de
fragmentacion de 65,0 V para separar los iones en
m/z 113 y 69. La adquisicion de datos se realizd
utilizando el software Agilent MassHunter

TFA-ESIMRM Frag = 65.0V CID @ 2.0 (113.0 5 69.0)
1.0 A 4.0 pg/L standard
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Figure 3. Superposicion de cromatogramas de varias muestras
de aguay estandares de TFA de 0,2 ug/Ly 4,0 ug/L. Los
cromatogramas se registraron en modo MS/MS utilizando un
Agilent 6475 TQ en modo dMRM con un voltaje de
fragmentacion de 65,0 V (disociacion inducida por colisién, CID) y
un fraccionamiento masico de 113,0 a 69,0.

RESULTADOS

Las curvas de calibracién de la senal MS mostraron
relaciones lineales, como lo requiere el método DIN,
con un valor R2 de 0,9998. La precisién calculada para
los estandares, basada en la correlacién entre la
concentracion objetivo y la concentracion medida,
oscild entre el 98,1% vy el 110,1%. Los limites de
detecciéon (LOD) vy los limites de cuantificacién (LOQ)
se determinaron en 0,017 pg/Ly 0,062 pg/L,
respectivamente, de acuerdo con DIN 32645 [17].

Después del andlisis por triplicado de las muestras, las
concentraciones medidas de TFA variaron de 0,38
Lg/L en agua potable a 1,93 pg/L en agua de lluvia
(Tabla 1). Las muestras de agua superficial
enriquecidas tenfan concentraciones nominales de
1,18 ug/Ly 2,87 ug/L. Los resultados de la prueba de
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Workstation (LC/TQ). Para sincronizar los dos
dispositivos es necesaria una caja remota.

El sistema se calibré dentro del rango de 0,2 a 4,0
ug/L (Figura 3). Sin embargo, la ampliacién del rango
de calibracion a 6,0 pug/L demostré una linealidad
adecuada en la senal de espectrometria de masas
(MS).

validacién fueron 1,28 + 0,01 pg/Ly 2,92 + 0,01 ug/L,
lo que indica recuperaciones del 109% y 102 %,
respectivamente.

La variacion en las mediciones triplicadas de las
muestras oscild entre el 0,3% y el 2%. El tiempo de
retencion (RT) del TFA fue en promedio de 8,2 min,
con una variacion de menos del 0,1%.

Para los estandares de control de calidad (CC) en
concentraciones de 0,6 pug/Ly 2,0 ug/L, las tasas de
recuperacion en tres determinaciones replicadas
dentro de la medicion de la serie de muestras fueron
del 100 % y del 99 %, respectivamente.

Todos los resultados cumplieron con los requisitos del
ensayo interlaboratorio, que sirve para validar el
método.
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Tabla 1. Resumen de los resultados del andlisis de agua por triplicado para TFA.

R1 R2 R3 Medio SD
Muestra

(/L] (/L] (/L] (/L] (/L]
Agua subterranea 0,7058 0,7031 0,6922 0,7004 0,01
Agua subterranea 0,7745 0,7728 0,7602 0,7692 0,01
Agua de lluvia 1,9488 1,9382 19116 1,9329 0,02
Agua potable 0,3812 0,3796 0,3856 0,3821 0,00
Aguas superficiales 1,2145 1,2214 1,2165 1,2175 0,00
Aguas superficiales 0,9859 0,9649 0,9478 0,9662 0,02
Agua superficial con picos (Aumento de TFA de

1,2930 1,2820 1,2732 1,2827 0,01
1,18 ug/L)
Agua superficial con picos (Aumento de TFA de

2,9365 2,9203 29139 29236 0,01

2,87 ug/L)

CONCLUSION

El desarrollo y la validacion de la norma DIN 38407-53
mediante IC-MS/MS marca un avance significativo en
los métodos analiticos para IC acoplado con
espectrometria de masas en tandem (MS/MS). En
particular, la IC-MS/MS presenta claras ventajas al
analizar compuestos fluorados de cadena corta, como
el TFA, debido a su alta resistencia de matriz y a su
larga vida util de la columna. Esto hace que el IC-
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MS/MS sea un enfoque alternativo validado a los
métodos HPLC tradicionales.

El método desarrollado cumple los requisitos de la
norma DIN 38407-53. Las funciones automatizadas,
como la diluciéon en linea, mejoran aun mas la
practicidad del uso de IC para el analisis de acido
trifluoroacético.
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CONFIGURACION

L aa 940 Professional IC Vario TWO/SeS/PP

El 940 Professional IC Vario TWO/SeS/PP es un
aparato inteligente ClI bicanal con supresién
secuencial (un canal) y una bomba peristaltica para la
regeneracién de supresores. El aparato se puede
emplear con cualquier método de separacién o de
deteccion.

Ambitos tipicos de aplicacion:

- Aparato estdndar para determinaciones en
paralelo de cationes y aniones

- Anédlisis de trazas para aniones y cationes

- Supervisién online para aniones y cationes

889 IC Sample Center — cool

El 889 IC Sample Center - cool es la solucion de
automatizacion perfecta para cuando se dispone de
muy poca cantidad de muestra.A diferencia del 889

IC Sample Center, también dispone de una funcién

de refrigeracion que lo convierte en el cambiador de
muestras ideal para muestras inestables

g s térmicamente o bioquimicamente relevantes.
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https://dx.doi.org/10.31030/1465413
https://www.metrohm.com/products/2/9402/29402500.html
https://www.metrohm.com/products/2/8890/28890020.html
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Metrosep A Supp 17 - 150/4,0

La columna de separacion Metrosep A Supp 17 -
150/4,0 es la columna predilecta para las
determinaciones de aniones que precisan una buena
eficacia de separacion y tiempos de separacion cortos
a temperatura ambiente. El maximo flujo de 1,4
mL/min proporciona en estos casos la posibilidad de
optimizar la determinacién. Las columnas Metrosep A
Supp 17 convencen por su buena relacion calidad-
precio.

Metrosep RP 2 Guard/3,5

La Metrosep RP 2 Guard/3,5 es una columna de
proteccién de aplicacion universal que protege de
forma fiable la columna de separacién analitica de
contaminaciones. Las particulas mas pequenas, trazas
de ¢xido de hierro o bacterias se eliminan de forma
segura. La Metrosep RP 2 Guard/3,5 ayuda a reducir
costes, ya que el disco de filtrado se puede cambiar
con unas pocas maniobras.
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