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CAPITULO 1: INTRODUCCION

Al igual que los cigarros convencionales, existen cigarrillos electrénicos (e-cigs),
dispositivos para fumar que funcionan con una bateria, la cual calienta un liquido y
genera un aerosol. La introduccion de estos dispositivos en 2003, bajo el argumento
de ser una alternativa menos dafiina para fumar, dio lugar a un rapido crecimiento
en el mercado Y. Esta tendencia se refleja en cifras como las de México, donde 975
mil personas entre los 12 y 65 afios utilizan estos vapeadores, y cinco millones lo
han usado en una ocasion . Mientras que en paises como Estados Unidos y
Canada el consumo de los e-cigs entre adolescentes durante el periodo de 2016 a
2019 aumento del 11.3 % al 27.5 % y del 14.6 % al 29.4 % respectivamente. En
Europa también se observo la misma tendencia, por ejemplo, en ltalia, entre

personas de 13 a 15 afios aumento del 7.4 % al 17.5 % en los afios de 2014 a 2018
[3]

El aerosol desprendido por el cigarrillo electrénico, posteriormente, es inhalado por
el consumidor, hasta llegar a sus pulmones. El liquido, cominmente conocido como
e-liquid, usualmente es una mezcla compuesta mayormente de propilenglicol y/o

glicerina, agua, nicotina (1 — 3) % y saborizantes (< 1 %) [

Independientemente del tipo y marca del e-cig, tienen cuatro componentes basicos
(5]

Bateria
Cartucho para contener el liquido (e-liquid)

Cémara de vaporizacion o atomizador

0N PE

Boquilla para inhalar

Parte de la gran problematica con los cigarrillos electronicos se centra en los

liquidos de relleno (e-liquid) ya que existen una gran diversidad de sabores y
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aromas, incluyendo mas de 1,500 olores exclusivos en los e-liquids que se
comercializan con o sin nicotina, resultando en un gran atractivo para los nifios y
jovenes. Los sabores recuerdan a opciones alimenticias populares entre los nifios,
tales como cereales y dulces, asi como aquellos atractivos para adolescentes como
cereza, frutos rojos, pastel de limén, mango, chocolate, etc [®. En la figura 1, se
presenta un ejemplo de empaque de cigarrillo electronico que hacen referencia a
productos alimenticios, con la intencion de captar la atencion de un publico mas

joven.

Figura 1. Productos comerciales de cigarrillos electronicos !

El aerosol del e-cig puede contener sustancias potencialmente dafinas como
compuestos organicos volatiles, particulas finas, metales pesados como niquel,
estafio, plomo, sustancias quimicas cancerigenas, saborizantes como diacetilo
(sustancia quimica vinculada a enfermedad grave de los pulmones) . Estos
compuestos podrian estar relacionados con casos de enfermedad pulmonar aguda

grave.

En 2019, debido a la creciente popularidad y el uso frecuente de los cigarrillos
electrénicos, se emitid una alerta epidemiol6gica a través del Comité Nacional para
la Vigilancia Epidemiol6gica (CONAVE). Durante ese mismo afio, se registraron
2,668 casos relacionados con el uso del cigarrillo electrénico o lesién pulmonar
asociada a vapeo (EVALI) en los 50 estados de los Estados Unidos, junto con 60
muertes confirmadas en el Distrito de Columbia, Puerto Rico y las Islas Virgenes.
Ante esta situacién, los Centros para el Control y la Prevencién de Enfermedades

(CDC) de los Estados Unidos iniciaron una investigacién de emergencia. En algunos
2



paises, se ha observado que los adolescentes no fumadores que comienzan a
utilizar dispositivos electronicos para fumar (ENDS) tienen al menos el doble de
probabilidad de comenzar a fumar cigarrillos convencionales mas adelante en la
vida. Ademés, la exposicion a la cantidad de nicotina no controlada en estos

productos conlleva a la adiccion P,

El auge comercial de los cigarrillos electronicos llevd a varios paises a analizar
guimicamente los e-liquids, identificando sustancias toxicas para el ser humano.
Mientras Estados Unidos, Reino Unido y la Unién Europea comenzaron a establecer
regulaciones en respuesta a casos de enfermedades pulmonares, México aun no

ha tomado medidas en ese sentido 10,

Conocer los componentes quimicos de los liquidos saborizados es importante ya
gue puede dar una idea de la toxicidad de los aerosoles generados. Los resultados
derivados del analisis de estos liquidos pueden desempefiar un papel educativo
para los consumidores, al proporcionar informacion sobre los componentes
utilizados. Ademas, dichos hallazgos tienen la capacidad de informar a las
autoridades reguladoras, contribuyendo a establecer pautas para un etiquetado

preciso y comprensible de los cigarrillos electrénicos.

Entre los compuestos presentes, aquellos con grupos carbonilo, como el
formaldehido (FA) y acetaldehido (AA), incrementan el riesgo de padecer cancer.
El Centro Internacional de Investigaciones sobre el cancer (IARC) y la Agencia de
Proteccion Ambiental de Estados Unidos (US EPA) clasifican el formaldehido en el
grupo 1, es decir, carcinébgeno para humanos. Mientras que el IARC clasifica el
acetaldehido en el grupo 2B, esto es como posible carcinégeno para humanos. La
acroleina (Acr) es clasificada como grupo 3, indicando que actualmente no hay
ninguna prueba de que cause cancer a los humanos [, sin embargo, puede dafiar

el revestimiento de los pulmones y causar irritacion en la cavidad nasal.

Con el propésito de evaluar el impacto de los cigarrillos electronicos en la salud,

resulta crucial desarrollar métodos analiticos precisos y veraces para detectar
3



compuestos carbonilicos. Estos compuestos suelen estar presentes en cantidades
de trazas en los liquidos de vapeo, generando la necesidad de contar con métodos
analiticos con bajos limites de deteccion y de cuantificacién 1213, Ademas, este tipo
de compuestos son relativamente dificiles de manipular debido a su volatilidad,
inestabilidad térmica y su complicada manipulacion para analizarlos directamente,
por esta razon es necesario derivatizarlos. EI método analitico mas recurrente
emplea cromatografia liquida de alta resolucidon acoplado con detector de
ultravioleta (HPLC-UV), ya que el detector de UV proporciona una deteccion
robusta, econdmica y un método de analisis simple usando la tipica derivatizacion
de estos aldehidos con 2,4-dinitrofenilhidracina (2,4-DNFH). Una ventaja del
analisis con el detector de absorcidbn UV-Visible es que presenta limites de
deteccion del orden 1 pg — 1 ng, ademas que no provoca la destruccién de la

muestra 41,

Por lo mencionado anteriormente, es sustancial desarrollar métodos analiticos
confiables para detectar aldehidos presentes en los e-liquids. Por ello el presente
trabajo se centra en la validacion del método analitico para la cuantificacion de
formaldehido, acetaldehido y acroleina en los liquidos de relleno de cigarrillos

electrénicos de circulacion en el mercado mexicano.



CAPITULO 2: OBJETIVOS

1. Desarrollar y validar un meétodo analitico para la cuantificacion de
formaldehido, acetaldehido y acroleina en cigarrillos electrénicos (e-liquid)
mediante cromatografia de liquidos de alta resolucion acoplado al detector

de absorcién en ultravioleta-visible (HPLC-UV/Vis).

2. Cuantificar el formaldehido, acetaldehido y acroleina presentes en muestras
de e-liquids de manufactura mexicana proporcionadas por el Instituto
Nacional de Salud Publica (INSP).



CAPITULO 3: ANTECEDENTES

3.1 Presencia de formaldehido, acetaldehido y acroleina en los

cigarrillos electrénicos

El formaldehido con férmula quimica CH20, es un compuesto volatil y muy
inflamable. En su estado puro es un gas incoloro de olor fuerte e irritante.
Comercialmente, se encuentra disponible en disoluciones acuosas o metandlicas,
teniendo un liguido incoloro de olor penetrante y sofocante. Este compuesto puede
causar irritacion en la piel, los ojos, la nariz y la garganta. Mientras que la exposicion

a niveles elevados se ha asociado con ciertos tipos de cancer 15161,

Por otro lado, el etanal o acetaldehido de formula CH3CHO, es un liquido volatil e
incoloro. La exposicion a este compuesto, principalmente a través de la inhalacion,
puede ocasionar irritacion de la piel, los ojos y el tracto respiratorio. A exposiciones

de mayor concentracion puede resultar en edema pulmonar y eritema [17:18],

En cuanto a la acroleina, también conocida como 2-propenal y con la formula
quimica C3H4O, es el aldehido insaturado méas simple. Es un liquido incoloro o
amarillo de olor desagradable. Su inhalacién puede provocar lagrimeo de los 0jos,

ardor de la nariz, garganta, ademas de la reduccion del ritmo respiratorio 9],

En el contexto de los cigarrillos electrénicos, recientemente se ha sugerido que los
sabores y materias primas empleados en los liquidos de vapeo son la principal

fuente de los aldehidos mencionados anteriormente [201,

Ademas, se ha visto que estos aldehidos se pueden generar in situ en la accion de
“fumar”, por ejemplo, se ha observado que cuando la temperatura de vaporizacion
del liquido de relleno oscila entre 100 °C y 350 °C, se puede provocar la formacién
de compuestos como la acroleina y el formaldehido. En el caso especifico de la
acroleina, su principal fuente es la oxidacion de glicerina, mientras que, en el caso

del formaldehido, la oxidacion tanto del propilenglicol como de la glicerina juegan
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un papel fundamental ?Y. Otra fuente de estos aldehidos reside en la
descomposicion térmica del 2-metilbutiraldehido, el cual se utiliza para proporcionar

sabor a chocolate [22],

Por otra parte, el acetaldehido se puede generar debido a la degradacion de
moléculas aromaticas, que son abundantes en los e-liquids 231, También se ha
identificado de manera cualitativa que este aldehido se incorpora
intencionadamente como agente saborizante 124, Sin embargo, es relevante sefialar

gue son escasos los estudios que lo mencionen especificamente como tal.

Los liquidos de vapeo contienen una amplia variedad de sustancias, en
consecuencia, en la mayoria de los casos, se emplea la cromatografia para el
andlisis de estos e-liquids. Esta técnica tiene gran relevancia en la ciencia como en

la industria.

3.2 Cromatografia

De acuerdo con la IUPAC, la cromatografia es un método fisico de separacion en el
gue los componentes a separar se distribuyen entre dos fases, una de las cuales
estd en reposo (fase estacionaria) mientras que la otra se mueve en direccion

definida (fase mavil).

El proceso cromatografico se fundamenta en las interacciones relativas entre las
sustancias a separar, la fase mdvil y estacionaria 5. Esta Ultima retarda el
desplazamiento de los componentes de la muestra, o que resulta en que dichos
componentes sean transportados por la fase movil a distintas velocidades, logrando
asi su separacion a lo largo del tiempo. Este tiempo es conocido como tiempo de
retencién. Cuando los tiempos de retencion de los diversos componentes de una
mezcla difieren entre si, entonces los componentes se pueden separar mediante

cromatografia.



Una forma de clasificar la cromatografia es por el estado de agregacion de la fase
movil. Cuando la fase movil es un gas, se denomina cromatografia de gases,
mientras que cuando se trata de un liquido, se le nombra como cromatografia de

liquidos.

3.2.1 Cromatografia de liquidos

En cromatografia liquida, la fase movil es un liquido que contiene la mezcla de
solutos, esta fase fluye a través de una columna que contiene la fase estacionaria.
Esta técnica de separacion se emplea en mezclas de productos poco o nada

volatiles.

Los tipos de cromatografia de liquidos se clasifican cominmente de acuerdo con su

mecanismo de separacion, como se muestra en la tabla 1 [?],

Tabla 1. Tipos de cromatografia de liguidos. Donde C es cromatografia

Nombre de la Fase estacionaria Fase movil Mecanismo de
técnica separacion
C. sdlido-liquido Sdlido Liquido Adsorcion
C. liquido-liquido Liquido Liquido Particion/Reparto
C. intercambio Sdlido Liquido Carga
iénico
C. de exclusion Gel poroso Liquido Tamafio molecular
molecular
C. afinidad Gel Liquido Interaccion
especifica
C. quiral Salido Liquido Interaccion entre los

dos enantibmeros y
fase estacionaria.




El desarrollo del método analitico presentado en este trabajo se basa en la
cromatografia de reparto. La distribucion de un soluto entre la fase movil y la fase

estacionaria se puede representar mediante el siguiente equilibrio:
X (FM) = X5 (FE)

Donde X, es la concentracidon del analito en la fase estacionaria (FE), mientras que

X; es la concentracion del analito en la fase maovil (FM).

El coeficiente de reparto se expresa de la siguiente forma:

Cabe mencionar gque la cromatografia de particion puede ser de fase normal o fase
reversa de acuerdo con la naturaleza de la fase movil y fase estacionaria como se

indica en la tabla 2.

Tabla 2. Tipos de cromatografia de particion

Cromatografia de reparto Fase estacionaria Fase movil
Fase normal Polar No polar o baja polaridad
Fase reversa No polar Polar

Adicionalmente, el andlisis puede llevarse a cabo mediante elucién isocratica o en
gradiente. En el enfoque isocrético, se emplea un solo disolvente o una combinacién
de ellos, pero siempre manteniendo constante la composicion a lo largo del proceso.
Por otro lado, en la elucién con gradiente se utilizan dos o mas sistemas de
disolventes que difieren en polaridad y durante el analisis se varia la proporcién de
estos disolventes de manera gradual. La aplicacion de la elucién en gradiente suele

mejorar la eficiencia de la separacion.

Un concepto importante por abordar es la fuerza de elucion, fuerza eluyente o fuerza

elutropica (¢), la cual es una medida de energia de adsorcion del disolvente
9



tomando como referencia el sistema pentano-silice pura al que se asigna el valor
de cero. Dicha fuerza indica la facilidad del disolvente para formar enlaces de
hidrégeno con las moléculas que queremos extraer, la cual depende de su
constante dieléctrica o de su momento dipolar ?71. Un eluyente débil no puede
desplazar al analito, lo que hace que quede fuertemente retenido en la fase
estacionaria. Un eluyente fuerte puede desplazar totalmente todas las moléculas de

analito y transportarlas a través de la columna sin retenerlas [?8],

En fase normal la fuerza de elucién del disolvente incrementa con la polaridad de
él, mientras que en fase reversa es inverso, es decir, la fuerza aumenta al disminuir
la polaridad 2930, Ademas, es relevante sefalar que, en fase reversa, el eluyente
organico se incrementa de forma continua durante el analisis, es decir, la fuerza de

elucion aumenta de manera progresiva 34,

Los disolventes mostrados en la figura 2 son lo mas empleados para cada tipo de

fase.

Fase normal - Fase reversa A+
P F P
0 Hexano U Agua o
L L
A Cloruro de metileno  E Metanol A
R R R
:3 Acetato de etilo 7 Acetonitrilo 'D
A A
o | Acetona A THF D
+V + v -

Figura 2. Disolventes mas empleados en fase normal y fase reversa.

3.2.1.1 Instrumentacion

En la figura 3 se muestra una ilustracién del equipo de cromatografia de liquidos de
alta resolucion (HPLC).
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Figura 3. Equipo de HPLC B2

a) Depositos para la fase movil (disolventes): el depdsito que mantiene la fase
movil a menudo consta simplemente de una botella de vidrio o politetrafluoroetileno
(PTFE). Para bombear la fase mévil se emplean tubos de acero inoxidable. Los

disolventes que se emplean deben tener caracteristicas como [33I:

e Ser grado cromatografico

e Baja viscosidad

¢ No volatil

e No deben corroer los tubos del sistema HPLC, las valvulas de la bomba y
otras piezas que se encuentren en la ruta del flujo

e EIl analito debe ser soluble en la fase mdévil, de lo contario la muestra
precipitara provocando la obstruccion en la entrada de la columna

e Deben filtrarse y desgasificarse

e Agua desionizada
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b) Sistema de bombeo: debido al tamafio de particula de la columna (10 micras o
inferior) se necesita una alta presion para bombear la fase mévil. Ademas, el flujo

debe ser estable, constante y veraz.

Existen diferentes tipos de bombas en HPLC: de jeringa, de presion constante y de
piston. El 98 % de las veces se ocupan bombas de piston en los equipos de HPLC

modernos.

Las bombas de piston permiten realizar analisis en modo isocratico y gradiente. Este
tipo de bomba proporciona un flujo constante que es practicamente independiente
de las variaciones en la viscosidad de la fase movil. Sin embargo, una desventaja

es la presencia de un flujo con pulsaciones 24,

c) Inyector de muestra: puede realizarse de manera manual o automética. El
sistema de inyeccidn automatico permite que el proceso sea de manera veraz y
precisa, motivo por el cual en la actualidad los inyectores manuales son raramente
empleados. La inyeccidn debe realizarse en un corto periodo de tiempo para
perturbar lo menos posible el flujo de la fase movil establecido en la columna y el
detector. Los volumenes por emplear deben ser muy pequefios, de unas pocas

décimas de microlitro a tal vez 5 uL para evitar el ensanchamiento de las bandas
[35,36]

Los equipos de HPLC tienen en su sistema de inyeccion un sistema de loop o bucle
gue funciona en dos posiciones (carga e inyeccion). En la posicion de carga (figura
4 a) la fase moévil se dirige desde la bomba hacia la columna. El auto muestreador
permite inyectar la cantidad que se necesite en el analisis, esta puede ser menor a
la capacidad del loop. Finalmente, en la posicién de inyeccion (figura 4 b) la fase

movil que viene de la bomba pasa por el loop y empuja la muestra hacia la columna
[37]
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5 Bomba b Bomba

Fase Mévil l l Fase Movil

, Columna — \
Columna d Muestra (
Loop /

Muestra
Desecho

Jeringa

I Desecho

Jeringa

Loop ——

Posicion de carga Posicion de inyeccion

Figura 4. Sistema de inyeccion en HPLC ¥

d) Columna: Son tuberias de acero inoxidable que contienen el material de relleno
cromatografico necesario para realizar la separacion. Existen diversos tipos de

columnas de acuerdo con el mecanismo de separacion que ocurre.

En la cromatografia de adsorcion la columna puede contener como relleno silica,
alimina o carbono mineral. Cuando la silice es modificada con grupos no polares
como hidrocarburos o fenilos se obtiene una fase reversa, si es modificada con

grupos polares como nitrilos, alcoholes o aminas se habla de una fase normal 29,

Cuando la silice se funcionaliza, no todos los grupos silanol disponibles (grupos OH
libres) en la superficie de la silice reaccionan, por lo que los grupos residuales se
“protegen” con cloruro de trimetilsilano a este proceso se le conoce como end-
capping. Este proceso elimina las interacciones indeseables con los grupos OH de
la superficie. La ecuacién quimica del proceso de funcionalizacién y endcapping se

muestra en la figura 5.

| CHa i e ¢ fo
5 -Si- . % Q18 ) JCis
/00131.UH X S.' Cys (0 Cgo Cy etc) /OO’SLO'“\ /oo’sl.(.)" ~
: sk " endcapping A
~0-Si~oH _O-Si-on Jr e “—_—
Y /s Ic -
S on IS:,/),!‘.;;‘B ,s‘~(y-"“‘\18
-0 o ¢ g

Figura 5. Proceso de funcionalizacion y endcapping de la silice %
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e) Detector: Posterior a la separacion de los componentes en la columna, estos
pasan al detector. La funcion del detector es registrar la respuesta de los analitos
debido a sus propiedades fisicoquimicas, por ejemplo, la absorbancia. También
existen detectores que responden al cambio de una propiedad de la fase mévil como
el de indice de refraccion. En la tabla 3 se indican los detectores mas comunes

empleados en HPLC.

Tabla 3. Caracteristicas de los detectores de HPLC 4

Detector Selectividad Limite de Clasificacion Tipo de elucién
deteccion
Absorbancia Existencia de dobles 1 pg—-1ng No destructivo Gradiente
enlaces o electrones Directo

no apareados

Fluorescencia Presencia de 10fg-10 pg No destructivo Gradiente
fluorescencia Directo

indice de refraccion  Universal 10ng -1 ug No destructivo Isocratica
Diferencial

Conductividad Compuestos i6nicos 500 pg- 1 ng No destructivo Isocratica
Diferencial

Espectrometriade  Universal 100 ag -1 ng Destructivo Gradiente

masas

(HPLC-ESI-MS)

En ciertas ocasiones, es necesario generar un cambio en la estructura quimica del
analito con el propésito de facilitar su aislamiento, separacion o mejorar la deteccién
de él. Este proceso se denomina derivatizacion y abarca una amplia gama de
agentes derivatizantes destinados a generar o mejorar los limites de deteccion del
analito. En HPLC, la derivatizacién puede llevarse a cabo antes del andlisis
cromatografico (precolumna) o después de la separacién de la columna, pero previo

a la deteccion (postcolumna) [41-43],
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3.3 Validacion de métodos analiticos

Un método analitico es la aplicacion de una técnica a fin de hallar un analito en una

muestra especifica.

De acuerdo con la ISO 9000, la validacion de un método analitico es la confirmacion
a través de la aportacion de evidencia objetiva, de que se han cumplido los

requisitos para un uso o aplicacion especifica prevista 441,

Los laboratorios del todo el mundo estan constantemente realizando mediciones,
pruebas y examenes. Los resultados obtenidos de estas actividades a menudo
conllevan decisiones significativas. Por ejemplo, la confirmacién de la presencia de
sustancias prohibidas puede resultar en sanciones. De ahi la importancia de llevar
a cabo una correcta medicion y ser capaz de demostrar que el resultado es

confiable.

Por lo anterior, la validacion de métodos surge como una necesidad para los
laboratorios de ensayo que buscan garantizar la calidad y confiabilidad de sus
resultados. Ademas, también se contribuye a la toma de decisiones mas
fundamentadas en una variedad de campos, desde la seguridad alimentaria hasta
la industria farmacéutica y la investigacion cientifica. Con la validacién de los
métodos se facilita la comparacion de resultados entre diferentes laboratorios y se

promueve la confiabilidad de los datos en un &mbito méas global.
El laboratorio debe validar cuando se trata de 3

e Métodos no normalizados

e Métodos disefiados/desarrollados por el laboratorio

e Métodos normalizados usados fuera de su @mbito de aplicacion

e Métodos obtenidos de publicaciones cientificas (Journals, tesis, etc)

e Ampliaciones o modificaciones de métodos normalizados
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La validacion de un método analitico implica evaluar una serie de parametros,

conocidos como para parametros de validacion.

3.31 Parametros de validacion

Los parametros de validacion son las propiedades, caracteristicas o capacidades

cuantificables del método que indican el grado de calidad del método, incluyen
[44,46,47)-

e Selectividad o especificidad. — Capacidad del método analitico para obtener
una respuesta debida Unicamente al analito de interés.

e Limite de deteccion. — Concentracion minima del analito que puede ser
detectada, pero no necesariamente cuantificada.

e Limite de cuantificacion. — Concentracion minima del analito que se puede
determinar con precision y veracidad aceptables.

e Intervalo de trabajo. — Intervalo de las concentraciones analiticas o los
valores de las propiedades sobre las cuales el método va a ser aplicado.
Dentro del intervalo de trabajo puede existir un intervalo de respuesta lineal.

e Linealidad. — Habilidad (dentro de un intervalo dado) para asegurar que los
resultados obtenidos directamente, o por una transformacion matematica,
son proporcionales a la concentracién del analito.

e Sensibilidad analitica. — Variacion de la respuesta del instrumento que
corresponde a un cambio de la magnitud medida, por ejemplo, la
concentracion del analito.

e Veracidad. — Proximidad entre el valor obtenido empleando el método
analitico y el valor de referencia.

e Precision. — Grado de concordancia entre resultados analiticos individuales,
cuando el procedimiento se aplica repetidamente a diferentes porciones de
una muestra homogénea. Se evalla a tres niveles con el objetivo de obtener

una estimacion que refleje todas las fuentes de variacion aleatoria que se
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produciran en un solo o mas laboratorios en condiciones de rutina (diferentes
analistas, periodos de tiempo prolongados, etc.):

o Repetibilidad. — Es una medida de la variabilidad en los resultados
cuando una medicién se lleva a cabo por un solo analista utilizando el
mMismo equipo en un corto plazo de tiempo. A la vez se divide en:

m Repetibilidad del sistema. —Proporciona informacién de la
capacidad del sistema de medicion para producir resultados
consistentes cuando se repiten mediciones bajo las mismas
condiciones experimentales.

m Repetibilidad del método. — Permite demostrar la concordancia
de los resultados al emplear el método analitico.

o Precision intermedia. — Precision de un método analitico, realizado en
un mismo laboratorio por analistas diferentes y/o instrumentos
diferentes, usando el mismo método en diferentes dias.

o Reproducibilidad. — Precision de un método analitico, expresada como
la concordancia entre determinaciones independientes realizadas por
diferentes laboratorios.

e Robustez. — Capacidad del método analitico para permanecer inalterado
debido a pequefias variaciones permitidas de los parametros del método.

Proporciona una indicacion de la fiabilidad del método durante su uso normal.

3.3.2 Seleccion de los parametros de desempeiio

No siempre es necesario evaluar todos los parametros de desempefio durante una
validacion. La Comisién de Control Analitico y Ampliacién de Cobertura (CCAYAC),
establece que los pardmetros a evaluar en una validacion dependen de la

clasificacion del método. Esta informacion se encuentra detallada en la tabla 4.
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Tabla 4. Parametros de desempefio de acuerdo con el tipo de método.

Métodos normalizados Métodos no
Parametro de normalizados
desempeiio
Fisicoguimicos Fisicos Fisicoquimicos
Cuantitativos Cualitativos

Intervalo lineal y de Sl NO NO Si
trabajo
Limite de deteccion Sl NO Sl SI
Limite de cuantificacion Si NO NO Si
Recuperacion Sl NO NO Si
(Veracidad)
Sesgo Sl NO NO Sl
Repetibilidad Sl Sl NO Si
Reproducibilidad Sl Sl NO Si
Incertidumbre Si SI NO Si
Sensibilidad NO NO NO Si
Selectividad NO NO Si Si
Robustez NO NO NO Si
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CAPITULO 4: METODOLOGIA

4.1 Materiales y equipos

4.1.1 Reactivos y disolventes

e Acetonitrilo TEDIA, grado LC-MS

e Acetonitrilo J.T.Baker, grado LC-MS

e Agua desionizada obtenida de un desionizador marca Millipore modelo
WaterPro BT

e Etanol tecsiquim, grado LC

¢ Formaldehido-DNFH material de referencia Sigma-Aldrich

e Acetaldehido-DNFH material de referencia Sigma-Aldrich

e Acroleina-DNFH material de referencia Sigma-Aldrich

e Formaldehido Sigma-Aldrich reportado en etiqueta 37-38 % en medio
acuoso, porcentaje determinado en este trabajo 41 %

e Sulfito de sodio Merck Millipore al > 99 %

e Acido clorhidrico Sigma-Aldrich al 37 % m/m

e Acido formico Sigma-Aldrich al 95 %

¢ Indicador azul de bromotimol

¢ Indicador naranja de metilo

e Glicerina Sigma-Aldrich al 83.5 - 89.5 %

e Propilenglicol Sigma-Aldrich de pureza > 99.5 %

e 2 4-Dinitrofenilhidracina MERCK, pureza minima 99 %

4.1.2 Preparacion de disoluciones

Disolucién a 50.00 ppm de FA-DNFH. — Se tomaron 500 uL del respectivo material
de referencia derivatizado de concentracion 100 ppm y se llevo a un volumen final
de 1.0 mL con ACN.
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Disolucion a 100.00 ppm de AA-DNFH. — Se tomaron 200 uL del respectivo material
de referencia derivatizado de concentracion 500 ppm y se llevé a un volumen final
de 1.0 mL con ACN.

Disolucion a 100.00 ppm de Acr-DNFH. — Se tomaron 200 uL del respectivo material
de referencia derivatizado de concentracion 500 ppm y se llevo a un volumen final
de 1.0 mL con ACN.

Disolucion a 10.00 ppm de los aldehidos-DNFH. — Se tomaron 200 uL de la
disolucion de 50.0 ppm de FA-DNFH y 100 uL de cada disolucion de 100 ppm de
AA-DNFH y Acr-DNFH, y se llevo a un volumen final de 1.0 mL con ACN.

Disolucién a 0.10 ppm de los aldehidos-DNFH. — De la disolucién de 10.00 ppm de
los aldehidos-DNFH se tomaron 10 uL de ésta y se llevé a un volumen final de 1.0
mL con ACN.

Disolucion de DNFH a 0.32 mg/mL. — Se pesaron 16 mg de DNFH, se transfirieron
cuantitativamente a un matraz volumétrico de 50.0 mL, se agregaron 50 uL de &cido

férmico y se alcanzo el volumen final con ACN.

Disolucion de formaldehido libre a 2.20 mol/L. — Se tomé una alicuota de 4.0 mL de
la disolucién de formaldehido a 13.75 mol/L (41 % m/m) y se llevé a un volumen

final de 25.0 mL con agua.

Disolucion de formaldehido libre a 0.22 mol /L. — De la disolucion de formaldehido
libre a 2.20 mol/L se tom6 una alicuota de 10.0 mL y se llev6 a un volumen final de

100.0 mL con agua.

Disolucion de formaldehido libre a 51.66 ppm. — Del reactivo de formaldehido al 41

% m/m se tomaron 12.6 uL y se llevo a un volumen final de 100.0 mL con agua.

Disolucion de formaldehido libre a 10.33 ppm. — De la disolucion de formaldehido
libre a 51.66 ppm se tomaron 2.0 mL y se llevaron a un volumen final de 10.0 mL

con agua.
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Disolucion control de FA-DNFH a 0.1 ppm. — De la disolucién de 50.00 ppm de FA-
DNFH se tomaron 20 uL y se llevé a un volumen final de 10.0 mL con ACN.

Placebo. — Se preparé una mezcla de propilenglicol:glicerina en una proporcion
70:30. Para la preparacion, se midieron 70 mL de propilenglicol y 30 mL de glicerina
en una probeta de 100 mL, y luego se transfirié esta mezcla a un envase de plastico

para su homogenizacion.

Placebo fortificado a 0.1 ppm. — Se pesaron aproximadamente 0.6 g de placebo en
un matraz volumétrico de 1.0 mL, posteriormente se fortific6 con 10 uL de la

disolucién a 10.0 ppm de los aldehidos-DNFH y se llevo al volumen final con ACN.

Blanco de disolvente. — En un vial transparente de cromatografia se agregé

aproximadamente 1 mL de ACN.

Blanco de proceso. — En un vial &mbar se pesaron 0.6 g de placebo, se agregaron
3 gotas de HCl al 37 % m/my se dejo agitar 5 minutos. Posteriormente, se agregaron
300 uL de la disolucién de DNFH a 0.32 mg/mL y se colocé en agitacion por 30
minutos, finalmente se transfirio a un matraz de 1.0 mL y se llevo a la marca de

aforo con ACN.

Blanco de reactivo de DNFH. — En un matraz volumétrico de 1.0 mL se afadieron

300 uL de la disolucién de DNFH a 0.32 mg/mL y se llevo al volumen final con ACN.

Blanco de placebo. — En un matraz volumétrico de 1.0 mL se pesaron 0.6 g de

placebo y se llevé al volumen final con ACN.

Disolucion de HCI 0.11 mol/L. — Se tomaron aproximadamente 4.2 mL de HCI al

37% m/m y se llevo a un volumen final de 500 mL con agua desionizada.

Disolucion de KNOs a 1070 ppm. — Se pesaron 10.7 mg de KNOs y se llevo a un
volumen final de 10.0 mL con una mezcla de H20:ACN (70:30).
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Disolucion KNOsz a 107 ppm. — Se tomaron 100 uL de la disolucion de KNOs a 1070
ppm y se transfirid a un matraz volumétrico de 1.0 mL, el volumen final se alcanza
con una mezcla de H20:ACN (70:30).

4.1.3 Equipos

Cromatografo de liquidos con automuestreador y detector de UV-Vis marca Agilent

Technologies, 1260 Infinity. Software: MassHunter Workstation®.

4.1.4 Instrumentos y aparatos

e Balanza analitica marca con capacidad de 220 g y exactitud de 0.1 mg,
modelo AND GH-202.

e Buretade 25.0 mL

e Matraces volumétricos de 1.0 mL

e Matraces volumétricos de 10.0 mL

e Matraces volumétricos de 5.0 mL

e Matraces volumétricos de 50.0 mL

e Matraces volumétricos de 2.0 mL

e Matraces Erlenmeyer de 250 mL

e Micropipeta de 2 - 20 uL

e Micropipeta de 10 - 100 uL

e Micropipeta de 100- 1000 uL

e Pipetas Pasteur

e Viales ambar de 1.5 mL con tapdn

e Viales transparentes de 1.5 mL con tapén

e Viales transparentes con tapén para derivatizaciéon 5.0 mL

e Viales transparentes con tapdn para derivatizacion 1.5 mL

e Barras de agitacion magnética

e Probeta de 100 mL

e Probeta de 10 mL
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4.2 Implementacion del método analitico

Las condiciones cromatogréaficas empleadas en el presente trabajo se definieron
tras una consulta bibliogréfica de una serie de articulos 854, Comparandolos entre
ellos existen diferencias en la eleccion de la fase mdévil, el tipo de elucion, y en caso
de la elucion por gradiente las proporciones de los disolventes, asi como la duraciéon
del tiempo de andlisis; sin embargo, todos ellos comparten el tipo de columna (C18)
y la longitud de onda de deteccion: 360 nm o 365 nm. Las fases moviles por emplear
se tomaron en cuenta de acuerdo con los articulos “Reduced solvent and reagent
amounts: effect on carbonyl dinitrophenylhydrazone measurements at low
concentrations, Anal. Methods, 2021, 13,1976-1985"y “Aliphatic aldehydes: Method
2018, NIOSH Manual of Analytical Methods (NMAM), 4ta edicion, 2-10.”

Como primera propuesta se implementaron las condiciones cromatograficas
indicadas en la tabla 5. El programa de elucion con gradiente se muestra en la tabla
6.

Tabla 5. Condiciones cromatograficas iniciales para la cuantificacion de
formaldehido-DNFH, acetaldehido-DNFH y acroleina-DNFH por HPLC-UV

Columna C-18 3.0 mm x 100 mm, 3.5 um

Temperatura de columna 30.0°C

Volumen de inyeccion 5.0 uL

Fase movil A Agua

Fase movil B Acetonitrilo

Tipo de elucién Gradiente, el tiempo de programacion
se muestra en la tabla 6.

Velocidad de flujo 0.5 mL/min

Longitud de onda 365 nm
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Tabla 6. Programa de elucién con gradiente.

Tiempo (minutos) Fase movil A (%) Fase movil B (%)
0.00 70.0 30.0

2.00 70.0 30.0

6.00 50.0 50.0

12.00 0.0 100.0

Es importante aclarar que los aldehidos aqui empleados son estandares que se
adquirieron ya derivatizados con 2,4-dinitrofenilhidracina (DNFH).

Utilizando las condiciones detalladas en la tabla 5 y tabla 6, se realizo la inyeccion
de la disolucion 0.1 ppm de los aldehidos-DNFH.

Finalmente, con estas condiciones instrumentales se inyecto la disolucion de KNO3
a 107 ppm para determinar el tiempo muerto. A partir del valor del tiempo muerto,
se calcularon los pardmetros cromatogréficos, que incluyen el factor de capacidad
(k"), la selectividad (a), la resolucion (Rs) y la eficiencia (N). Las ecuaciones

matematicas que representan estos parametros se presentan a continuacion:

e Factor de capacidad

tR - to
to

K =

Donde t; es tiempo de retencion y t, el tiempo muerto.
e Selectividad

tg, = to k3

o0=—t—=—
tg, —to Kkj
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Donde tg, se refiere al tiempo de retencion del analito que eluye antes que el
segundo analito y que tiene como tiempo de retencion tg,. O bien k; el factor de

capacidad del primer soluto y k; el factor de capacidad del segundo soluto. Este

pardmetro se calcula para picos vecinos.

e Resolucion

_ z(tRz B tR1)

R. =
5 Wy + Wi,

Donde W, se refiere al ancho de la base del analito que eluye antes que el segundo
analito con W,,,. Los anchos de la base tienen unidades de tiempo. Este parametro

se calcula para picos vecinos.

¢ Eficiencia

N = 16<tR>2
= 16 (5

4.2.1 Busqueda del intervalo de trabajo

Como primera propuesta para el intervalo de trabajo se realizaron una serie de
disoluciones que abarcan concentraciones de 0.005 ppm a 5.0 ppm para cada

analito.

Para iniciar la construccion del intervalo, se procedi6 con la preparacion de una serie
de disoluciones. Para el formaldehido-DNFH, se inicié preparando una disolucién a
50 ppm, mientras que para el acetaldehido-DNFH y acroleina-DNFH, se realizaron
disoluciones a partir de 100 ppm. El proceso de preparacion de estas disoluciones

(figura 6) se realiz6 a partir de los estandares adquiridos.
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Estandar de FA-DNFH a Estandar de AA-DNFH Estandar de Acr-DNFH a

100 ppm a 500 ppm 500 ppm
I |

] : .

Medir 200 ;L de cada estandar y transferirlo a

Tomar 500 pl y llevar a matraces volumétricos respectivos, diluyendo
un volumen de 1.0 mL cada uno hasta un volumen de 1.0 mL con ACN
con ACN

Y * %

1 } 1

[ [ !

] ] ]

Transferir a un vial Transferir a un vial Transferir a un vial
ambar. Concentracion ambar. Concentracion ambar. Concentracion
final 50 ppm final 100 ppm final 100 ppm

Figura 6. Metodologia para la preparacion de disoluciones de los aldehidos
derivatizados a partir de los estandares.

De las disoluciones finales obtenidas siguiendo el procedimiento detallado en la
figura 6, se prepar6 una nueva disolucion en la que los tres aldehidos se
encontraban a una concentracion final de 10.0 ppm en un mismo matraz

volumétrico. El procedimiento se encuentra ilustrado en la figura 7.
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! ! !

B [ -
Disolucion de FA-DNFH Disolucion de AA-DNFH Disolucién de Acr-DNFH
a 50 ppm a 100 ppm a 100 ppm

Tomar 200 pL Tomar 100 L de cada disolucion

Llevar hasta un volumen de 1.0 mL con ACN
para obtener una concentracién de 10 ppm
de cada aldehido

|
!
Transferir a un vial ambar

Figura 7. Metodologia para la preparacion de la disolucion a 10.0 ppm que contiene
FA-DNFH, AA-DNFH Y Acr-DNFH.

Finalmente, con la disolucién a 10.0 ppm se realizaron las disoluciones necesarias

para construir el intervalo de trabajo de cada aldehido derivatizado. El procedimiento

se muestra en la figura 8.
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Tomar5 ulLy

Concentracion

llevar a 10.0 . .
mL con ACN final 0.005 ppm
Tomar 5 ul
il 5'2 YL Concentracion
evaras.’m final 0.01 ppm*
con ACN i
=
1
r Tomar 5 uLy Concentracion
! llevar a 1.0 mL final 0.05 ppm*
con ACN )
-
Disolucidn a 10 ppm
de FA-DNFH, AA- Tomar10 uLy Concentracién
DNFH y Acr-DNFH llevar a 1.0 mL . ®
con ACN final 0.1 ppm
Tomar S0 ulLy .,
llevar a 1.0 mL C..oncentra c'o':
con ACN final 0.5 ppm
Tomar 100 ul »
y llevara 1.0 Eonlcin;raclo:l
mL ¢on ACN ihal 2.0 ppm
Tomar 500 pL Concentracién
y llevara 1.0 final 5.0 ppm*
mL con ACN

*Todas las disoluciones se transfieren a un vial Ambar para cromatografia

Figura 8. Preparacion de las disoluciones para construir el intervalo de trabajo
para los aldehidos derivatizados.

Los procedimientos descritos en las figuras 7 y 8 se realizaron por triplicado. Con
los datos recolectados en este intervalo, se llevo a cabo en Excel® el andlisis de
regresion lineal utilizando el método de minimos cuadrados para cada uno de los

analitos.

4.2.2 Preparacion de muestra
Para realizar la preparacion de la muestra se consulté el articulo titulado
“Determination of carbonyl compounds in electronic cigarette refill solutions and
aerosols through liquid-phase dinitrophenyl hydrazine derivatization, Environ Monit
Assess. 2018, 190(4), 1-11".
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La preparacion de la muestra consisti0 practicamente en pesar una cantidad
definida del e-liquid y someter los analitos presentes en éste a una transformacion
quimica; se consideraron como factores de interés el tiempo y la temperatura de la
reaccion de derivatizacion. Se llevaron a cabo pruebas utilizando dos valores de
tiempo: 30 minutos y 1 hora. Ademas, se evaluaron dos escenarios de temperatura:
uno con calentamiento a 75°C y otro sin aplicar calentamiento. Las condiciones
presentadas en la figura 9 representan las condiciones finales que se emplearon
para la reaccion de derivatizacion de los analitos presentes en las muestras

comerciales de e-liquids.

h
[
@ N @ A ® J
1] [
— & &
Pesar 0.6 g Con pipe;a P:stli‘ur (ion ?I.vial cubierto corl
de muestra agregar 3 gotas de aluminio agregar 300 [t
HCI (37 % m/m) y de DNFH (0.32 mg/mL) y
agitar por 5 minutos. agitar por 30 minutos*

Inyectar 5.0 pL al Trans'fenr a un vial L!evar al volumen
cromatoégrafo émbar de ) final (1.0 mL) con
cromatografia ACN

*En caso de formarse dos fases agregar unas gotas de etanol.

Figura 9. Metodologia para la preparacion de muestras de e-liquids.

Se inyectd el blanco de reactivo de la DNFH utilizando las condiciones finales

empleadas para la preparacion de la muestra.

4.2.2.1 Rendimiento de lareaccion de derivatizacion

Antes de evaluar el rendimiento de la reaccién de derivatizacion empleando

formaldehido, fue necesario determinar su concentracién. Este proceso se realiz6
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empleando una titulacion indirecta mediante potenciometria, que implico las

ecuaciones quimicas (1) y (2).

Na,SO; (ac) + H,CO (ac) + H,O () == NaOH (ac) + NaSO;CH,0H (ac) (1)

NaOH (ac) + HCI (ac) — NaCl (ac) + H,0 (1) (2)

El proceso detallado se muestra en la figura 10.

o=l —e

Disolucién de FA libre Transferir 10.0 mL de la Afadir un exceso de

(0.22 mol/L) disolucién madre, disolver Na,SO03 (2.5180 g)
con 50 mL de agua

Titular con HCI =~ 0.1 mol/L

Figura 10. Metodologia para la determinacién de la concentracion de formaldehido
mediante potenciometria.

Con los datos obtenidos de pH y el volumen agregado, se determind el volumen

utilizado para alcanzar el punto final, mediante el criterio de las derivadas.

Seguido de la titulacién de formaldehido se realiz6 la normalizacion del &cido
clorhidrico. La normalizacion de este &acido se realiz6 mediante una titulacién con
indicador visual, empleando como patrén primario el carbonato de sodio (NazCO3),

y naranja de metilo como indicador para detectar el punto final de la titulacion. El
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proceso de la normalizacion se realizo por triplicado. Los detalles completos de esta

metodologia se presentan en la figura 11.

Secar el
Na,CO
s 0.1g

Pesar
aproximadamente

P

Transferir el
Na,CO; y disolver
con 20 mL de agua

S
Afiadir indicador naranja

de metilo y titular con HCI
~ 0.1 mol/L

Figura 11. Normalizacion del HCI empleado en la titulacion de formaldehido.

Utilizando el volumen de &cido clorhidrico empleado para alcanzar el punto final de

la normalizacion, se pudo determinar la concentracion de €l. Finalmente, con el valor

de la concentracion del &cido fue posible calcular la concentracion del reactivo de

formaldehido libre. Este mismo reactivo se empled para determinar el rendimiento

de la reaccion de derivatizacion con la 2,4-dinitrofenilhidracina bajo las condiciones

finales descritas en la figura 12. Este ultimo procedimiento se realiz6 por triplicado.

@®

.
@ |
De la disolucion de FA
libre a 10.33 ppm tomar

10 plL vy transferiraun
vial de derivatizacién

® !
Inyectar 5.0 uL al
cromatégrafo

[}

® [
Con pipeta Pasteur
agregar 3 gotas de

HCI (37 % m/m)y
agitar por 5 minutos

1

Transferir a un
vial &mbar de
cromatografia

f
i

=

Con el vial cubierto con
aluminio agregar 300 uL
de DNFH (0.32 mg/mL) y

agitar por 30 minutos

®

¥y
i
Llevar al volumen final
(1.0 mL) con ACN

Figura 12. Metodologia para la derivatizacion de formaldehido.

Seguidamente de realizar por triplicado la reaccion de derivatizaciéon con el

formaldehido libre y la DNFH, se inyectd la disolucién control de FA-DNFH a 0.1
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ppm, el valor del area obtenido se utiliz6 como valor de referencia para obtener el

rendimiento de la reaccion de derivatizacion.

Los ensayos descritos con anterioridad permitieron establecer una metodologia
para el analisis cromatografico y para la preparacion de la muestra, asi como
establecer un intervalo de concentraciones en el cual la respuesta es lineal. Lo
anterior hizo posible continuar con la validacion del método analitico propuesto en

este trabajo.

4.3 Validacion del método analitico

La metodologia utilizada para la evaluacion de los parametros necesarios en la
validacion del método analitico empleado en el presente trabajo se presenta a

continuacion.

a) Selectividad. — Se realiz6 la inyeccion de una serie de blancos:
i. Blanco de disolvente
ii. Blanco de reactivo
iii. Blanco de placebo
iv. Placebo fortificado

v. Blanco de proceso

b) Repetibilidad del sistema. — Se efectud por quintuplicado la inyeccién de la
disolucién a 0.1 ppm de los aldehidos-DNFH. Para este parametro la
disolucién se preparé una Unica vez, y posteriormente se realizaron las
inyecciones. Con las areas obtenidas se evalu6 el porcentaje del coeficiente
de variacion (% CV) de éstas, a través de la formula (3)

Sy
3)

Donde s, es la desviacion estandar muestral y Y el promedio
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c)

d)

Linealidad. — Con los datos obtenidos de la seccion “4.2.1 busqueda del
intervalo de trabajo” se realiz0 el analisis estadistico por el método de

minimos cuadrados empleando Excel®.

Veracidad. — Se inyectaron seis disoluciones del placebo fortificado a 0.1
ppm. Ademas, de la inyeccién de una disolucion control a una concentracion
de 0.1 ppm de los aldehidos-DNFH. Con las areas obtenidas tanto del
placebo fortificado como de la disolucion control se obtuvo el recobro a través
de la ecuacion (4). El céalculo para el recobro se realizdé para cada analito

obteniendo asi 3 valores por cada disolucion del placebo.

Area del analito en el placebo fortificado

% Recobro = X 100 % ()

Area del analito en la disolucién control

Ademas, se calcularon para cada analito los intervalos de confianza superior
e inferior para el promedio del porcentaje de recuperacién con un nivel de

confianza del 95 %. Las férmulas que se emplearon se muestran en (5) y (6)

ICS = % Recobro + critica X %% recobro (5)
Jn

ICI = U Recobro — —critica X S% recobro (6)
/o

Donde:

ICS: intervalo de confianza superior

ICI: intervalo de confianza inferior

% Recobro: promedio del porcentaje del recobro

teriticq. Valor de la prueba de t de student a dos colas con 95 % de confianza

y 5 grados de libertad. Se empled la funcion INV.T.2C() de Excel®
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f)

¢))

So, recobro- d€SViIACiON estandar del porcentaje de recuperacion

Vn: raiz cuadrada del nimero de ensayos realizados por cada analito.

Finalmente, mediante la férmula (7) se obtuvo el sesgo para cada valor del
% recobro

Sesgo = valor obtenido — valor de referencia (7)

En este caso el valor de referencia es el 100 %

Repetibilidad del método. — Aprovechando la experimentacion del parametro
de veracidad se estimo el coeficiente de variacion utilizando los resultados

obtenidos del % recobro.

Precision intermedia. — Se inyectd en dos dias distintos por triplicado y de
manera independiente el placebo fortificado. De igual forma, se inyect6 una
disolucion control a una concentracion de 0.1 ppm de los aldehidos-DNFH.
Con los resultados se calcul6 el % recobro para cada dia, y luego se obtuvo
el % CV global. Ademas, con los mismos datos del % recobro se realizé un
analisis de varianza (ANOVA) de una via para conocer si el factor (dia) tiene
efecto medible sobre la variable dependiente (absorbancia).

Limite de deteccion y limite de cuantificacién. — Se prepararon disoluciones
de concentracion decreciente que contenian los tres aldehidos derivatizados.
Para ello se parti6 de la preparacion de una disolucion a 0.1 ppm, la
preparacién de esta disolucion fue realizada exactamente igual a lo descrito
en las figuras 6,7 y 8 en la seccién “4.2.1 Busqueda del intervalo de trabajo”.
A partir de la disolucion a 0.1 ppm se realizaron una serie de diluciones como

se muestra en la figura 13.
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1
f [

-
Disolucién a 0.1 ppm de FA-DNFH,
AA-DNFH y Acr-DNFH

LIMITE DE DETECCION LIMITE DE CUANTIFICACION

Tomar 30 L yllevar  Tomar 40 el y llevar ~ Tomar 80 ul y llevar  Tomar 90 pL y llevar a

a 2.0 mL con ACN a 2.0 mL con ACN a2.0 mL con ACN 2.0 mL con ACN
Concentracién Concentracién Concentracion Concentracién final
final 0.0015 ppm* final 0.002 pm* final 0.004 ppm* 0.0045 ppm*

*Todas las disoluciones se transfieren a un vial dmbar para cromatografia

Figura 13. Disoluciones de los aldehidos derivatizados para determinar el limite de
deteccion y limite de cuantificacion.
Posteriormente de la inyeccion de las disoluciones a 0.0015 ppm, 0.002 ppm,
0.004 ppm y 0.0045 ppm, descritas en la figura 13, se utilizé el software
MassHunter Workstation® para determinar la relacion sefial-ruido (S/N) de

cada analito en cada disolucion.

4.4 Analisis de muestras comerciales

Se recibieron muestras de e-liquids sin conocimiento de su informacion de muestro
para evitar el sesgo en el analisis. Al ya contar con un método analitico validado
para la cuantificacion de formaldehido, acetaldehido y acroleina presentes en los
liqguidos de vapeo se procedié al analisis de las muestras conforme el método

propuesto en la seccion “4.2.2 Preparacion de la muestra’.
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CAPITULO 5: RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Implementacién del método analitico
En la figura 14 se muestra el cromatograma obtenido de la inyeccién en el HPLC de
la disolucién de la mezcla de los aldehidos derivatizados a una concentracién de

0.1 ppm mencionado en la seccién “4.2 Implementacién del método analitico”.

x10 2
7

6

5

7.01

8.13 9.02
0.93 k u 10.83
0

! 2 3 Resﬁonse URits (%) %, AcquiZition Tirfe (min) 9 10 11 12

Figura 14.Cromatograma de los aldehidos derivatizados bajo las condiciones propuestas
en implementacion del método analitico.

El tiempo muerto es el tiempo que tarda en recorrer el sistema cromatogréafico una
especie que no es retenida en la columna. Es una variable esencial para determinar
los pardmetros cromatograficos. Para obtenerlo, se decidié emplear nitrato de
potasio debido a que éste presenta transiciones electrénicas que permiten su
deteccion mediante UV/Visible. Ademas, debido a su naturaleza como sal, no

experimenta retencion en la fase estacionaria.

En la figura 15, se presenta el cromatograma de la disolucién empleada para la
determinacioén del tiempo muerto. Con esto se establecio que el valor del tiempo fue

de 0.72 minutos.
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Figura 15. Cromatograma resultante de la inyeccién de la disolucién de KNO3s; empleada
para determinar el tiempo muerto.

Una separacion cromatografica se considera exitosa cuando se cumplen con todos
los parametros cromatogréficos: factor de capacidad, selectividad, resolucion y
eficiencia. Para obtenerlos, se requieren los tiempos de retencién de cada analito.
El tiempo de retencion del formaldehido-DNFH fue de 7.01 minutos, mientras que
para el acetaldehido-DNFH y la acroleina-DNFH fueron 8.13 minutos y 9.02
minutos, respectivamente. En la tabla 7 se muestran los resultados de cada uno de

los parametros cromatograficos calculados.

Tabla 7. Parametros cromatograficos para cada aldehido

Parametro FA-DNFH AA-DNFH Acr-DNFH Criterio de
aceptacion [5556l
Factor de 8.74 10.29 11.53 1< k' <10

capacidad (k")

(a) aAA/Acr =1.12
Resolucién Rsppjan = 2-36 Ry =15
R —
(Rs) R yp/ncr = 207
Eficiencia (N) 341251 | 478746 | 8558.62
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A continuacion, se presenta un ejemplo de calculo para cada parametro
cromatografico en relacién con el formaldehido-DNFH. Los céalculos para el resto de

los aldehidos se llevaron a cabo de manera similar.

P 7.01 min — 0.72 min — 874
B 0.72 min e

(8.13min—0.72min)

= =1.18
FFA/AA (7.01 min —0.72 min )
2(8.13 min — 7.01 min)
R = - - = 2.36
FA/AA 0.48 min + 0.47 min
N=16 (7'01 min)z = 3412.52
B 0.48 min/ '

El factor de capacidad refleja la afinidad del analito por la fase estacionaria. Segun
los resultados de la tabla 7, se observa un aumento progresivo de la afinidad en el
siguiente orden: FA-DNFH > AA-DNFH > Acr-DNFH. Este patrén observado era
esperado debido al incremento en el nUmero de carbonos en la cadena del aldehido,
como se muestra en la figura 16. Conforme aumenta el tamafio de la cadena, la
molécula se vuelve mas hidrofébica, lo que resulta en una interaccibn mas
pronunciada con la columna. Esta correlacion en hidrofobicidad favorece una
retencion mas prolongada y, en consecuencia, un mayor valor del factor de

capacidad.

H H
N

H
-CH < CH
O.N NO, O.N NO, O.N NO,

(a) (b) (c)
Figura 16. Estructura quimica (a) FA-DNFH, (b) AA-DNFH, (c) Acr-DNFH 7,
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Es deseable que este factor sea mayor a 1, ya que pueden existir solutos de elucion
temprana en la muestra, lo que afectaria la resolucion de los picos cromatograficos
de interés. Por otro lado, valores mayores a 10 indican que el tiempo de analisis es
grande, caso que sucede con el AA-DNFH y Acr-DNFH donde ambos tienen valores
mayores a 10; sin embargo, el tiempo de analisis también es consecuencia de las
dimensiones de la columna. En el caso de esta columna, aunque el factor de
capacidad de los analitos sea cercano a 10, el tiempo de andlisis no se considera

elevado.

La selectividad es un pardmetro que indica la distincion entre dos picos contiguos.
Al tener valores mayores de 1, se garantiza la ausencia de co-elucién, es decir, se
evita que dos o mas compuestos tengan tiempos de retencion idénticos y se dificulte
la distincién entre picos. Al cumplir con el criterio se pueden distinguir claramente

los maximos de cada pico, como se evidencia en la figura 14.

Al igual que la selectividad, la resolucion se determina entre picos vecinos e indica
la capacidad para separar los analitos de interés, permitiendo distinguir los dos picos
a la base. Valores de resolucion iguales a 1.5 permiten distinguir perfectamente las
bases de cada analito, ya que el solapamiento es de tan solo del 0.3 %. En otras
palabras, cuando se tengan valores > 1.5 cada pico en el cromatograma

correspondera Unicamente al analito que se esté analizando.

Los valores de la tabla 7 respecto a la resolucion son mayores a 1.5, indicando que
no existe solapamiento entre los picos. Esto asegura que el area bajo cada pico es
exclusivamente atribuible al analito correspondiente, lo que permite su

cuantificacion.

En relacién con el dltimo parametro cromatografico, es importante destacar que un
mayor namero de platos (N) se traduce en una mayor eficiencia en la cromatografia,

ya que indica un mayor numero de equilibrios de reparto.
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Al evaluar los valores registrados en la tabla 7, se puede concluir que la separacion
cromatografica cumple con todos los parametros requeridos y por lo tanto, las
condiciones de separacion y deteccién son adecuadas para el andlisis de los
aldehidos aqui presentes.

La eleccion de una fase reversa (C18) para la cromatografia es justificada por la
polaridad de los analitos, a pesar de que los analitos interactian con la columna
mediante las cadenas de carbono de los aldehidos, su permanencia en la columna
es limitada debido a su polaridad. Esto ultimo resulta beneficioso por dos razones:
acorta los tiempos de analisis y permite obtener cromatogramas mas eficientes. La
variacion de polaridad entre los analitos posibilita su separacion de ellos, facilitada
por el uso de una fase mévil compatible. En esta instancia, se opté por la
combinacion de H20:ACN. A medida que se realiza el analisis, se observa un
aumento gradual en la proporcién de ACN a lo largo del tiempo. Este incremento
conlleva al aumento de la fuerza de elucion, lo que favorece la elucion de los analitos
a través de la columna cromatografica y asi permitir la separacion de los analitos

mediante interacciones entre la fase movil y la fase estacionaria.

La elucién por gradiente se emplea para modificar los tiempos de retencion de los
analitos, evitando que los componentes se eluyan demasiado lento, permitiendo que

se logre a una separacién mas eficiente y controlada.

Como ya se mencion6 anteriormente los aldehidos de interés en este trabajo deben
someterse a un proceso de derivatizacion con la finalidad de ser detectados y ser
estables, al estar derivatizado con un grupo cromoforo, se aprovecha esta propiedad
para ser analizados mediante un detector de UV-Vis. Las longitudes de onda

especificas para cada analito se detallan en la tabla 8 [°8l,

Tabla 8. Longitud de onda con maxima absorbancia para los isbmeros Ey Z.

FA-DNFH AA-DNFH Acr-DNFH

A (nm) 356 Isémero: Isbmero:
E, 365 E, 365
Z, 360 Z, 358
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Las estructuras quimicas para lo isébmeros E/Z del AA-DNFH y Acr-DNFH se

J

muestran en la figura 17.

H H H
H N N
N ~
/CE SN e, i: :N\N) /@ b /@ N
0N NO, O.N NO, ON NO, ON NO,

Isomero E Isémero Z Isémero E Isémero Z

Figura 17. Estructura quimica de los isbmeros E/Z para el acetaldehido-DNFH y acroleina-
DNFH.

Sin embargo, la presencia de dicha isomeria no implica un error al momento de
cuantificar ya que la columna empleada no es quiral por lo que los isbmeros no se
separan y se cuantifican de manera conjunta. Ademas, aunque el maximo de
absorbancia para el FA-DNFH es a 356 nm, se opté por emplear 365 nm debido a
que, como se ilustra en la figura 18, esta eleccion se encuentra cercana al punto
maéaximo del pico. Es relevante mencionar que los disolventes utilizados en la fase

movil no presentan absorcion en esta longitud de onda.

Absorbancia

| S | R ) - U ) [ L RS R R R

220 240 260 280 300 320 340 360 380
Longitud de onda (nm)

Figura 18. Espectro UV del FA-DNFH &9

Por dltimo, en cuanto a la temperatura, es importante mantenerla constante a lo
largo de todos los analisis, con el propdsito de prevenir cambios en los tiempos de

retencién, asi como en la eficiencia cromatografica. La temperatura que se
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selecciond fue aquella en la cual la evaporacion del disolvente organico fuera

despreciable.

51.1 Busqueda del intervalo de trabajo

Una vez que se contaron con las condiciones instrumentales adecuadas para la

separacion apropiada de los aldehidos, se procedi6 a buscar el intervalo de trabajo.

Con el objetivo de obtener el modelo matematico que reflejara el comportamiento
de los datos experimentales en el intervalo de concentraciones estudiado, se realiz6
un analisis de datos por minimos cuadrados para cada uno de los aldehidos
derivatizados, empleando la herramienta de la hoja de calculo Excel®. La regresion
para el formaldehido-DNFH se muestra en la figura 19, mientras que para el

acetaldehido-DNFH y acroleina-DNFH se muestran en la figura 20 y 21,

respectivamente.
10000
T y =1923.1x - 14.375
‘5 5000 R?=0.999
<

Concentracién FA-DNFH (ppm)

Figura 19. Regresion lineal con R? y ecuacion de la linea recta para FA-DNFH

10000
— 8000 Fy=-1797.6x-14.331
2 6000 R? = 0.9999

$ 4000

< 2000

O T T T T 1

0 1 2 3 4 5
Concentracion AA-DNFH (ppm)

Figura 20. Regresion lineal con R? y ecuacion de la linea recta para AA-DNFH
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8000 y =1522x-11.422
6000 R2=0.999
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Area

Concentracion Acr-DNFH (ppm)

Figura 21. Regresion lineal con R? y ecuacion de la linea recta para Acr-DNFH

Para comprobar que los modelos matematicos representan los datos
experimentales se buscaron dos aspectos cruciales: primero, que los datos se
ajustaran al modelo matematico y segundo la presencia de una correlaciéon

significativa entre las variables.

El coeficiente de determinacion (R?) puede tomar valores entre 0 y 1, valores mas
cercanos a uno indican que las variables independientes explican una mayor
proporcion de la variacion de la variable dependiente. En este analisis, se obtuvieron
valores de R? superiores a 0.99 para todos los analitos, lo que indica que el modelo
matematico explica los datos experimentales. Esto significa que, en este contexto,

a medida que aumenté la concentracion, la absorbancia también lo hizo.

Si bien R? indica el grado de ajuste del modelo también se debe demostrar la
existencia de una correlacion significativa. Una correlacion significativa indica la
presencia de una relacion entre dos variables. Para evaluar la significancia
estadistica de la correlacion, se utiliza una prueba de hipétesis. En esta prueba, se
plantean dos hipotesis: la hipotesis nula (Ho) que sostiene que no existe correlacion
y la hipétesis alternativa (H1) que afirma si existe correlacion. El estadistico de
prueba es la t de student, sit critica > t Se rechaza la hipétesis nula, si esto no se
cumple se acepta la hipotesis nula. En este caso, para todos los aldehidos se obtuvo
que t criica > t por lo que la correlacion es significativa. Los detalles de la prueba de

hipotesis se muestran en el Anexo 8.1.
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En conclusion, el modelo matematico representa los datos y existe una relacion
lineal y estadisticamente significativa entre la absorbancia y la concentracion dentro
del intervalo de concentraciones estudiado, que abarco desde 0.005 ppm a 5.0 ppm.
Dicho lo anterior, este intervalo de concentraciones fue empleado para la validacion

del método presentado en este trabajo.

5.1.2 Preparacion de la muestra

Las condiciones experimentales para la preparacion de la muestra se
estandarizaron Unicamente para formaldehido, ya que era el Unico reactivo
disponible. No fue posible incluir el acetaldehido y la acroleina en el estudio de la
preparacion de muestra debido a que estos dos aldehidos, junto con el
formaldehido, se emplean en la sintesis de drogas [60-62],

Sin embargo, es importante aclarar que las condiciones experimentales descritas
en la seccién “4.2.2 Preparacion de la muestra” son aplicables para el acetaldehido
y la acroleina. Esto debido a que en la reaccion de derivatizacion con DNFH, el
grupo funcional carbonilo (-CHO) del aldehido reacciona con el grupo amino (-NHz)
de la DNFH para formar un producto derivado. Tanto el acetaldehido como la
acroleina son aldehidos con grupos funcionales de carbonilo. La estructura quimica
de estos compuestos es muy similar (figura 22), lo que indica una reactividad

guimica analoga.

Para iniciar la reaccion de derivatizaciéon es crucial la protonacion del grupo
carbonilo. En el caso de la acroleina se cuenta con dos sitios nucleofilicos que
puede ser protonados: el doble enlace y el grupo carbonilo. Sin embargo, es
altamente probable que la protonaciéon ocurra en el atomo de oxigeno del grupo
carbonilo, en lugar de en el doble enlace. Esto se debe a que el oxigeno es mas
nucleofilico debido a la presencia de electrones libres lo que lo hace mas propenso
a aceptar el proton en lugar de que el doble enlace forme un carbocation. Lo que

hace que el carbono quede con una carga parcial positiva (67).
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(@ (b) (c)

Figura 22. Estructuras quimicas (a) formaldehido, (b) acetaldehido y (c) acroleina

El agente derivatizante utilizado en el proceso de preparacion de la muestra fue la
2,4-dinitrofenilhidracina; permitiendo asi la deteccion mediante UV de estos
aldehidos debido a la incorporacion de un grupo croméforo. Ademas, como ventaja
adicional los productos resultantes de esta reaccion, conocidos como hidrazonas,
son derivados que tiene caracteristicas de ser estables y no volatiles. Estas
propiedades permiten de manera sencilla la deteccion y cuantificacion de los
aldehidos mediante cromatografia de liquidos acoplada a un detector UV-Vis. La
ecuacion quimica general que representa la reaccion de derivatizacién con la DNFH

se muestra en la figura 23.

NH

NO, H NO2

0 H
Y } — + H>0

R NO, NGz
Aldehido/Cetona 2.4-dinitrofenilhidrazina Hidrazona

Figura 23. Ecuacion quimica de la reaccion de derivatizacion de aldehidos con DNFH

Aunque existen otras opciones para llevar a cabo la reaccién de derivatizacién como
el clorhidrato de 0-(2,3,4,5,6-pentafluororobencil)-hidroxilamina (PFBHA) donde se
genera pentafluorobencil oxima, como se muestra en la figura 24. Los derivados son
especialmente aptos para el analisis de GC/ECD, ya que los aldehidos producen
oximas estables y volatiles a temperatura ambiente por la reacciéon con PFBHA [63],

esta Ultima caracteristica no permite su cuantificacion por cromatografia de liquidos.
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Figura 24. Ecuacion quimica de la reaccion de derivatizacion de aldehidos con PFBHA.

Ahora bien, se considerd que el formaldehido se encontraba en su forma hidratada
como se muestra en la figura 25, esto debido a que comercialmente se encuentra
en disoluciones acuosas debido a que en su estado puro es un gas. Por esta razén,
antes de llevar a cabo la reaccién de derivatizacién con la DNFH, se realizé una
reaccion de deshidrataciébn del formaldehido mediante la adicion de HCI
concentrado. Este paso fue crucial, ya que, si el formaldehido se encontraba en su

forma hidratada, no permitiria el proceso de derivatizacién de manera completa.

0O OH
e

OH

Figura 25. Hidrato de formaldehido.

Se busco encontrar las mejores condiciones para la reaccion de derivatizacion
realizando el proceso de agitacion de dos maneras: 1 hora de agitacion continua a
75 °C y 30 minutos de agitacién a temperatura ambiente. En el experimento con
calentamiento, se observo una disminucién del area del pico correspondiente al
formaldehido en comparacion con el obtenido en el proceso de 30 minutos. Los

resultados de estos dos ensayos se muestran en la tabla 9.
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Tabla 9. Resultados de los experimentos para definir las condiciones de temperatura y
tiempo de agitacion en la reaccion de derivatizacion del FA.

Condiciones experimentales Calentamiento a 75 °Cy Sin calentamiento y 30
una hora en agitacion minutos en agitacion
Area FA-DNFH 58.27 105.39

La disminucion del area en el experimento empleando calentamiento podria
deberse a que el formaldehido ya estaba en su forma deshidratada, lo que facilitd
su volatilizacion durante el proceso de calentamiento. Como la reaccion no se llevo
a cabo en un sistema completamente cerrado, parte del formaldehido se perdi6é en
el momento en que se agregod el agente derivatizante, lo que se tradujo en una
menor cantidad disponible para la derivatizaciéon y, por ende, una disminucion en el
area del pico de interés. Por esta razdn, las condiciones finales para la preparacion
de la muestra fueron 30 minutos de agitacién sin calentamiento. Esto no solo
proporciona areas mas grandes, sino que también reduce significativamente el

tiempo necesario para preparar la muestra.

El cromatograma resultante después de la reaccion de derivatizacion del

formaldehido, utilizando las condiciones finales se ilustra en la figura 26.

0,8 4.01

2.54

1.54

0.51 2.07 8.53 10.61

_

1 2 %(espon‘ge Unitg (%) vse:sAcquisZtion Ti§1e (min?
Figura 26. Cromatograma resultante de la reaccion de derivatizacion de FA en
agitacion de 30 minutos a temperatura ambiente.
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Comunmente en todas las reacciones de derivatizacion, es esencial emplear un

exceso del agente derivatizante para garantizar que la mayor cantidad posible del
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analito reaccione. Con las condiciones finales establecidas se aseguré que lo
anterior se cumpliria. Esto se muestra en la figura 26, donde se observa que el area
del pico correspondiente a la DNFH (4.01 min) es considerablemente mayor que la

del pico de interés.

Una vez definida la metodologia de la preparacion de la muestra, se corrobor6 que
los reactivos empleados para la reaccion de derivatizacion no interfirieran con la
respuesta fisicoquimica de interés de los aldehidos derivatizados, esto puede
demostrarse mediante la inyeccion del blanco de reactivo de la DNFH, mostrado en

la figura 27.
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Figura 27. Cromatograma resultante de la disolucién del blanco de reactivo de DNFH.

En la figura 27, se puede observar claramente que el tiempo de retencion (tr = 3.92
min) de la DNFH es considerablemente menor que los tiempos de retencién de los
analitos de interés. Esto resulta l6gico ya que el DNFH presenta un momento dipolar
mayor en comparacion con las hidrazonas resultantes del proceso de derivatizacion

ocasionando que su retencién sea menor.

Esta diferencia en los tiempos de retencion respalda la conclusién de que los
reactivos empleados durante la preparacion de la muestra no interfieren con los

tiempos de retencidon de los aldehidos derivatizados de interés.

48



5.1.2.1 Rendimiento de lareaccion de derivatizacion

Al solo contar con el reactivo de formaldehido con una concentracion desconocida,
y sin opcién a conseguir uno nuevo en ese momento, se decidiéo determinar su
concentracion. Esta determinacion resulté de vital importancia, ya que era esencial
conocer la concentracion del formaldehido para calcular la concentracion de la

alicuota sujeta al proceso de derivatizacion.

El proceso de derivatizacion necesariamente se llevd a cabo utilizando el
formaldehido en su forma libre. Esto se debié a que los aldehidos de interés
presentes en la muestra comercial se encuentran de esta misma forma quimica. Al
someter el formaldehido en su forma libre al proceso de derivatizacion, se pudo
determinar el rendimiento de la reaccion de derivatizacion al realizarlo bajo las

condiciones finales detalladas en la seccidén “4.2.2 Preparacion de la muestra”.

Para conocer la concentracion de formaldehido se realizé una titulacion indirecta: la
reaccion auxiliar se trata de una reaccion redox entre el sulfito de sodio (Na2S03) y
el formaldehido (H2CO). Mientras que, en la reaccion de monitoreo analitico, el
NaOH formado en la primera reaccién se titul6 utilizando HCI. De esta manera, la
cantidad de HCI necesaria para neutralizar el NaOH generado proporcioné la

informacion necesaria para calcular la concentracion de formaldehido 64,

Aunqgue la reaccion auxiliar posee una estequiometria definida y es cuantitativa, su
cinética es lenta [6566] Por este motivo, se llevdo a cabo la determinacion del
formaldehido mediante una titulacion indirecta. En dicha titulacion, la reaccion de

monitoreo exhibe una estequiometria definida, es cuantitativa y de cinética rapida.

Los resultados experimentales de la titulacion potenciométrica se muestran en el
Anexo 8.2. La representacion gréafica de la curva de titulacion se muestra en la figura
28.
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Figura 28. Titulacion del formaldehido con HCI mediante potenciometria.

Para determinar el volumen del punto final, se aplico el criterio de la primera (figura

29) y segunda derivada (figura 30).

0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0

0.4 A

-0.6 A

ApH/AmL

-1.2

mL HCl
Figura 29. Criterio de la primera derivada para calcular el volumen del punto final.
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mL HCI
Figura 30. Criterio de la segunda derivada para calcular el volumen del punto final.

El volumen del punto final empleando el criterio de la primera derivada corresponde
al minimo de la curva, en este caso es 19.3 mL. Mientras que en el método basado
en la segunda derivada para identificar volumen del punto final de la titulacion se
busca el valor que intercepte en cero en el eje de abscisas, resultando en 20.8 mL.
En el caso de que los voliumenes obtenidos difieran, se calcula el promedio para
conocer el volumen del punto final. Los pasos de este calculo se muestran a

continuacion:

19.3 mL + 20.8 mL
2

= 20.0 mL

De esta manera, el volumen necesario de &cido clorhidrico para la titulacion del
formaldehido corresponde a 20.0 mL. Para determinar la concentracion del
formaldehido se determind la concentracién del HCI utilizado, ya que al tratarse de
un patrén secundario su disolucién debe estandarizarse empleando un patrén

primario, en este caso el carbonato de sodio.

La normalizacion del acido clorhidrico se llevo a cabo a través de una titulacion
colorimétrica, siendo las reacciones quimicas representadas por las ecuaciones (8)
y (9) las involucradas en el proceso. Ambas reacciones son de cinética rapida,
estequiometria definida, pero solo la (9) es cuantitativa. Motivo por el cual se escogio
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un indicador visual para el pH al equilibrio determinado por esta ultima ecuacion

quimica.

HCl (ac) + Na,COj (ac) === NaHCOs (ac) + NaCl (ac)  (8)

HCl (ac) + NalCO; (ac) === H,CO; (ac) + NaCl (ac) )

Los resultados de la normalizaciéon se muestran en la tabla 10.

Tabla 10. Resultados de la normalizacion de HCI con Na,COs3

Ensayo Masa Na2COs3(g) Volumen HCI (mL) Concentracion
HCI (mol/L)
1 0.1012 17.9 0.11
2 0.1018 17.8 0.11
3 0.1014 18.0 0.11
promedio 0.11

El ejemplo del calculo realizado para obtener la concentracion del HCI se muestra

a continuacion:

1 mol Na,CO3 2 mol HCI 1
X X
105.99¢g 1 mol Na,CO;  0.0179 L

0.1012 g de Na,CO5; X = 0.11 mol HCl/L

Al conocer la concentracion del acido clorhidrico se procedié a determinar la del

formaldehido. El ejemplo del calculo se muestra a continuacion

0.11 mol HCl _ 1 mol NaOH 1 mol FA 1 100.0 mL _ 25.0 mL

20.0 mL X -
1000 mL dis 1 mol HCI 1molNaOH 0.01L 10 mL 4 mL

= 13.75 mol FA/L

Finalmente, la concentracion se expreso en unidades de % m/v, mismas unidades

reportadas en el marbete. A continuacion, se presenta el calculo:

mol FA  30.031 gFA 1L

. X X
13.75 L 1 mol FA 1000 mL

X 100% =41 % m/v

Una vez determinada la concentracion de formaldehido, se procedi¢ a derivatizar
una alicuota de esta disolucion al 41 % m/v. La derivatizacion se realiz6 siguiendo

la metodologia descrita en la seccion “4.2.2.1 Rendimiento de la reacciéon de
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derivatizacion”. Considerando el volumen de la alicuota y asumiendo una reaccion

de derivatizacion completa, la concentracion final antes de la inyeccion fue de 0.10

ppm.

Posterior a realizar el proceso de derivatizacion del formaldehido libre, se procedio
a comparar los valores de las areas obtenidas con el area de la disolucion control
de FA-DNFH a 0.1 ppm. Esta comparacion es vélida ya que, al emplear un estandar
con trazabilidad metrologica, se conoce perfectamente su pureza y, en

consecuencia, su respuesta fisicoquimica a la concentracion establecida.

En la tabla 11 se muestran los resultados obtenidos para determinar el rendimiento

de la reaccién de derivatizacion del formaldehido con DNFH.

Tabla 11. Resultados del rendimiento de la reaccién de derivatizacion del FA con DNFH.

Ensayo Area FA-DNFH % Rendimiento
Disolucién control 170.33
1 105.39 62
2 105.32 62
3 100.43 59
Promedio 61

El ejemplo de calculo para obtener el rendimiento de la reaccion se muestra a

continuacion:

105.39
170.33

X 100% =62 %

El promedio del porcentaje del rendimiento es del 61 %. Este aspecto es importante
contemplarlo al momento de realizar la cuantificacion de los aldehidos en las
muestras. Por consiguiente, el rendimiento calculado se usé como un factor de
correccion para determinar la concentracion total de los aldehidos de interés en las

muestras de e-liquids.
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5.2 Validacion del método analitico

a) Selectividad

Es crucial determinar si el método es selectivo, dado que éste no evalla
directamente la concentracion sino mas bien una propiedad especifica, en este
contexto, la absorbancia. En consecuencia, al demostrar la selectividad del método,
se garantiza que la propiedad medida sea exclusivamente atribuible al analito y no
a alguna sustancia quimica o fisicamente similar. Este parametro es esencial para

evitar cualquier sesgo en los resultados de la medicion.

Con el proposito de evidenciar la selectividad se inyectaron una serie de

disoluciones conocidas como blancos.

El cromatograma resultante de la inyeccion del blanco del disolvente se presenta en
la figura 31. En este cromatograma, se observa que el disolvente no tiene respuesta
fisicoquimica a la longitud de onda de trabajo, y que no contiene impurezas que
puedan interferir con la respuesta de los analitos. Ademas, al inyectarlo, se confirma

gue el equipo cromatogréfico esta libre de interferencias.
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Figura 31. Blanco de disolvente

Es importante tener en cuenta que las muestras de e-liquids tienen como

componente principal una mezcla de propilenglicol y glicerina, que puede variar en
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sus proporciones, siendo la mas comun una relacion de 70:30 de
propilenglicol:glicerina. En este trabajo se preparé una disolucion con estas
proporciones de estos disolventes con la finalidad de simular el entorno quimico de
una muestra real. A esta disolucién, que carece de analito, se le conoce como
placebo o blanco de matriz. Por otro lado, en la seccion “4.2.2 Preparacion de la
muestra” se definié una masa de 0.6 g de la muestra, misma masa que se empled
para la disolucion del blanco del placebo. Es asi como el blanco de placebo simula

el entorno quimico de la muestra y refleja el procedimiento de preparacién de ésta.

Al inyectar el blanco de placebo y no tener respuesta fisicoquimica (figura 32) en las
condiciones cromatogréficas definidas para este método se confirma que en el
proceso de preparacion de la muestra los componentes mayoritarios no interfieren
con la respuesta de los analitos de interés.
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Figura 32. Blanco de placebo

Adicionalmente, en el proceso de preparacion de la muestra, es necesario emplear
un agente derivatizante (DNFH). Razon por la cual se debe asegurar que este
compuesto no interfiera de ninguna manera con la respuesta fisicoquimica de los
analitos al momento de la medicion de la muestra. En la seccion “5.1.2 Preparacion
de la muestra” el cromatograma de la figura 27 se muestra que la DNFH

efectivamente no interfiere con los analitos.
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Una vez que se obtuvo evidencia objetiva de que los compuestos mayoritarios
presentes en los e-liquids, asi como el disolvente utilizado para preparar la muestra
y que el agente derivatizante, no interfieren con los analitos, se procedi6 a realizar

la inyeccion del placebo fortificado.

El cromatograma de la disolucion del placebo fortificado se presenta en la figura 33.
Con el placebo fortificado se tiene como propoésito simular el comportamiento
quimico de los aldehidos en una muestra comercial. Al contrastar cromatogramas
de la figura 33 y figura 14, se aprecia que los picos obtenidos tras la adicion del
placebo continian manteniendo su resolucion, eficiencia, selectividad, asi como sus
correspondientes tiempos de retencién. Esto indica que el placebo no altera el

comportamiento de los picos de los analitos.
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Figura 33. Placebo fortificado.

Finalmente, con el objetivo de conocer si existia la posibilidad de introducir o generar
interferencias a lo largo de todo el procedimiento de preparacién de muestra y
durante el analisis instrumental, se prepard un blanco de proceso. Este blanco de
proceso consistié en emplear el método de analisis completo a una cantidad definida

de placebo. El cromatograma de este blanco se muestra en la figura 34.
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Figura 34. Blanco de proceso, en el cromatograma se muestra el tiempo de retencion y el
area.

En el cromatograma de la figura 34, se pueden observar sefales en los tiempos de
retencion de los analitos de interés. Sin embargo, para abordar este problema, se
decidio inyectar varios blancos de proceso. Al obtener areas similares en todos los
blancos de proceso realizados, se pudo concluir que en el proceso de preparacion
de muestra existen interferentes de manera constante. Gracias a este conocimiento,
es posible determinar la respuesta del blanco de proceso y restar dichas areas a los
cromatogramas de las muestras, permitiendo asi conocer la respuesta de los

aldehidos de interés en los e-liquids.

Con toda la evidencia mostrada anteriormente, se concluye que el método es
selectivo por lo que la respuesta analitica se debe Unicamente a los aldehidos

derivatizados de interés.
b) Repetibilidad del sistema

Para el parametro de repetibilidad se analiz6 el coeficiente de variacion (% CV) de
la respuesta fisicoquimica. Al considerar el % CV, es importante introducir el

concepto de la trompeta de Horwitz.

De acuerdo con la trompeta de Horwitz, la cual se muestra en la figura 35, el

coeficiente de variacion aumenta conforme disminuye la concentracion del analito.
57



Una caracteristica importante es que el comportamiento entre el coeficiente de
variacion y la concentracion es independiente de la naturaleza del analito y del

principio fisico del método de medicién 671,

Es fundamental tener en cuenta este comportamiento del coeficiente de variacion
debido a que los aldehidos que se desean cuantificar en el presente trabajo se
encuentran en concentraciones a nivel traza, ya que como se menciond
anteriormente estos no son afadidos intencionalmente como saborizantes, sino que
estan presentes en la materia prima empleada para la fabricacion de e-liquids o se

generan como subproductos de degradacion.
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Figura 35. Trompeta de Horwitz *®

El cambio en el % CV en funcion de la concentracion se puede representar mediante

la ecuacion de Horwitz %9 (ecuacion 10):

% CVp = C7015 (10)
Donde C es la concentracidén del analito de manera adimensional, es decir Kg/Kg,
mg/mg, etc., y % CVp es el coeficiente de variacion predicho.

El objetivo de emplear la relacién de Horwitz (HorRat), mostrada en la ecuacion 11,

es establecer el criterio de aceptacion basado en el valor del % CV experimental de
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la relacion de Horwitz. Al aplicar esta ecuacion, es fundamental tener en cuenta que,
en condiciones de repetibilidad, los valores aceptables resultantes de aplicar la
relacion de Horwitz se encuentran entre 0.5 y 2, aunque no son limites absolutos.
Valores < 0.5 pueden indicar promedio no reportados o excelente entrenamiento y
experiencia; mientras que desviaciones > 2 pueden indicar no homogeneidad de las
muestras, necesidad de mejorar el método o entrenamiento, operaciones bajo el

limite de deteccién o un método no satisfactorio [79.,

% CV experimental (11)

HorRat =
orRa % Cv,

Para el parametro de repetibilidad se realiz6 la inyeccion de una disolucion de los
aldehidos derivatizados a punto central, es decir, 0.10 ppm. Por lo que para obtener
el coeficiente de variacion predicho (% CVp) mediante la ecuacion (10) este valor se

transforma a mg/mg. Obteniendo un % CVp:
0.1 ppm = 1.27x 1077
% CVp = (1.27 x 1077)015
% CVp = 10.8

Posteriormente, se optd por utilizar un valor de 1.5 en la relacion de Horwitz
(ecuacion 11) debido a que este valor se encuentra en un punto intermedio entre
los limites inferior y superior de los valores aceptables de HorRat, segin se muestra
en la figura 36. Esto sugiere una aproximacion equilibrada que busca mantener un

nivel razonable sin estar en los extremos de la escala de aceptacion.
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Figura 36. Grafico de control de HorRat ™!

Una vez que se definié el valor de HorRat, lo Unico que quedo por hacer fue calcular
el % CV experimental. Para ello, se sustituyen los valores de HorRat y el % CV,, en

la ecuacioén 11, obteniendo:

15 = % CV experimental
T 10.8

% CV experimental = 1.5 X 10.8 = 16 %

En conclusion, el parametro de repetibilidad del sistema tiene como criterio de
aceptacion un % CV < 16 %.

Los resultados obtenidos para el presente pardmetro se muestran en la tabla 12. Al

tenerse valores del % CV < 16 % se puede establecer que el sistema es repetible.

Tabla 12.Resultados de repetibilidad del sistema
FA-DNFH AA-DNFH Acr-DNFH
% CV 3.0 3.0 3.2

c) Linealidad del sistema

Se ha confirmado que la respuesta del equipo en el intervalo de concentraciones,
que va desde 0.005 ppm hasta 5.0 ppm es lineal, o que llevo a la validacion del

modelo matematico en este mismo intervalo. Los criterios de aceptacion del
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presente trabajo se basan en la “Guia de validacion de métodos analiticos editada

por el Colegio Nacional de Quimicos Farmacéuticos Biodlogos”y comprenden:

e R?>0.98,
e Elintervalo de confianza de la pendiente no debe incluir al cero

e No debe existir tendencia en el grafico de residuales.

Se ha demostrado con anterioridad en el apartado “4.2.1 Busqueda del intervalo de
trabajo” que para todos los analitos se cumple el primer criterio de aceptacion,
recordando que esto indica que los datos se ajustan correctamente al modelo

matematico.

Para entender los dos criterios restantes se abordara algunos conceptos del modelo

de regresion simple.

El modelo de regresion lineal simple puede ser representado como y = b + mx + ¢,
donde b y m son parametros del modelo y € es una variable aleatoria, llamada error,

que explica la variabilidad en y que no se puede explicar con la relacion lineal entre

Los errores, &, se consideran variables aleatorias independientes distribuidas
normalmente con media cero. Esto implica que el valor medio o valor esperado de

y esigual a b + mx.

La ecuacion de regresion lineal simple indica que el valor esperado de y es una
funcién lineal de x. Si m = 0 entonces y = b, y en este caso el valor medio no
depende de x y se concluye que x y y no tienen relacion lineal. Caso contrario, Si
m # 0 entonces las dos variables se relacionan. Los distintos valores que puede

tomar m se representan graficamente en la figura 37 [72,
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Figura 37. Valores posibles para la pendiente.

Evidentemente, siempre se busca que m # 0, y para propositos de este estudio que
m >0, ya que como se sabe la absorbancia es directamente proporcional a la

concentracion.

Para demostrar que las variables se relacionan, y que por lo tanto se tiene una
regresion significativa se realizé un andlisis de varianza de una via (ANOVA) donde
se obtuvieron los valores del estadistico F. Al igual que otras pruebas estadisticas,
se tienen dos hipétesis, la nula (Ho) y la alternativa (H1), su significado se muestra

a continuacion:
Ho: F < Fipiticas»  la regresion no es significativa
H;:F > Fiiticas laregresion si es significativa

Para todos los aldehidos derivatizados se cumplio la hipétesis alternativa indicando
gue la regresion es significativa. Junto con el ANOVA, se obtiene para cada
compuesto de interés el IC para la pendiente a un nivel de confianza del 95 %. Para
todos los analitos se cumple que el intervalo de confianza (IC) no incluye el cero,
esto es muy importante debido a que como se muestra en la figura 37 sim =0
entonces nunca observaria un cambio en la absorbancia sin importar lo que
aumente la concentracién, lo que brindaria nula informacion de la concentracion de
los aldehidos en las muestras de los e-liquids. Los resultados del estadistico F, asi
como el intervalo de confianza de la pendiente, se encuentran detallados en las

tablas de ANOVA que se pueden consultar en el anexo 8.3.
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Finalmente, a continuacion, se muestran los graficos de residuales
correspondientes al formaldehido-DNFH, acetaldehido-DNFH y acroleina-DNFH en

la figura 38, 39 y 40, respectivamente.
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Figura 38. Gréfico de residuales para FA-DNFH
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Figura 39. Gréfico de residuales para AA-DNFH
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Figura 40. Grafico de residuales para Acr-DNFH
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En todos los aldehidos derivatizados, se aprecia que no existe tendencia en los
residuales, lo que sugiere que el modelo lineal esta libre de error sistematico. Por lo
tanto, el valor de ¢ es igual a cero, y cualquier sesgo que pueda surgir al emplear el

modelo matematico sera atribuido a la variabilidad aleatoria.

En sintesis, los modelos mateméaticos obtenidos para cada analito cumplen con los
criterios de aceptacion, indicando que pueden ser empleados para la cuantificacién
de los aldehidos derivatizados con DNFH, ya que representan el comportamiento

de los datos experimentales y son proporcionales a la concentracion del analito.

A manera de resumen, los modelos matematicos para cada analito se muestran en
la tabla 13.

Tabla 13. Ecuacion de la regresion lineal para cada aldehido.

FA-DNFH AA-DNFH Acr-DNFH

Modelo ua = 1923.15 [ppm] — 14.38 ua = 1797.64 [ppm] — 14.33 ua = 1521.99 [ppm] — 11.42
matematico

De acuerdo con la definicion de la Guia de Eurachem, la sensibilidad analitica es la
variacion de la respuesta del instrumento que corresponde a una variacion de la
magnitud medida. Para los aldehidos analizados en este trabajo la sensibilidad
analitica de cada aldehido derivatizado fue de 1923.15 ua/ppm, 1797.64 ua/ppm y
1521.99 ua/ppm para FA-DNFH, AA-DNFH y Acr-DNFH, respectivamente.

d) Veracidad

La veracidad se relaciona con el error sistematico y normalmente se evalla en
términos de sesgo, dicho sesgo puede indicar deficiencias en la extraccion o si

existe la presencia de componentes que interfieran en la determinacién del analito.

Se evalud el parametro inyectando una serie de placebos fortificados con una
concentracion de 0.10 ppm de los aldehidos derivatizados. Luego, se prepar6é una

disolucion a 0.10 ppm de los aldehidos-DNFH. Los resultados de esta disolucion se
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establecieron como los valores convencionalmente aceptados como verdaderos, ya
que al analizar las disoluciones en ausencia de placebo, se conoce su respuesta
fisicoquimica propia del analito. Lo anterior junto con la trazabilidad del material de
referencia permitié realizar la comparacién de los resultados de los placebos

fortificados con el valor de referencia.

Las &reas de las disoluciones empleadas para evaluar este parametro se muestran

en la tabla 14.

Tabla 14. Resultados experimentales para evaluar veracidad.

Ensayo Area FA-DNFH Area AA-DNFH Area Acr-DNFH
Solucién control 192.20 181.62 140.80
1 190.12 180.12 140.16
2 193.49 184.30 142.94
3 189.10 180.40 140.29
4 188.89 180.46 139.68
5 192.10 183.34 142.25
6 188.65 179.58 139.17

Con los datos experimentales de la tabla 14, se obtuvo el sesgo y % de
recuperacion, asi como los intervalos de confianza del % recuperacion a un 95 %

de confianza. Estos resultados se muestran en la tabla 15.
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Tabla 15.Resultados para el parametro de veracidad.

% Recuperacion | % Recuperacion | % Recuperacion | Sesgo | Sesg Sesgo
FA-DNFH AA-DNFH Acr-DNFH A o | o
98.92 99.17 99.55 -1.08 |-0.83 |-0.45
100.67 101.48 101.52 0.57 1.48 1.52
98.39 99.33 99.64 -1.61 | -0.67 |-0.36
08.28 99.36 99.20 -1.72 |-0.64 |-0.80
99.95 100.95 101.03 -0.05 |0.95 1.03
98.15 98.88 98.84 -1.85 |-1.12 |-1.16
Promedio 99.06 99.86 99.96
Desviacion 1.03 1.07 1.07
estandar
muestral
S)
t critica 2.57 2.57 2.57
ICI 97.98 98.73 98.84
ICS 100.14 100.99 101.08

Como criterio de aceptacion de acuerdo con la “Guia de validacion de métodos
analiticos editada por el Colegio Nacional de Quimicos Farmacéuticos Bi6logos” el
intervalo de confianza para el porcentaje de recuperacion debe incluir el 100 % o
bien que el promedio aritmético del % de recuperacion se incluya en el intervalo 98-
102 %.

El intervalo de confianza calculado incluye al 100 % para los tres aldehidos, lo que
significa que el promedio de recuperacion es estadisticamente equivalente al 100
%. El sesgo indica cuanto se aleja el mensurando del valor de referencia, que es el
100 %, ya sea por encima o por abajo. Es importante resaltar que al alcanzar una
recuperacion del 100 %, el sesgo no tiene relevancia significativa. Dado que se
cumple con el criterio de aceptacion, se puede afirmar que el método es veraz. Esto
garantiza que, al aplicar el método analitico, se podra asegurar que el valor
numeérico obtenido de dicho método sera realmente la concentracion del analito

presente en la muestra.

e) Repetibilidad del método
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El objetivo de este parametro es verificar con evidencia objetiva que, al aplicar el
meétodo analitico bajo condiciones de repetibilidad, se obtendran resultados
consistentes. Para llevar a cabo esta evaluacion, se calculd el coeficiente de
variacion del % recuperacion utilizando los mismos datos obtenidos en el parametro

de veracidad. Los resultados se presentan en la tabla 16.

Tabla 16. Resultados de repetibilidad del método.
FA-DNFH AA-DNFH Acr-DNFH

% CV 1.04 1.07 1.07

Previamente, el laboratorio establecio, a través de la relacion de Horwitz un criterio

de aceptacion que requiere un % CV < 16 %
El % CV para todos los analitos es menor al 16 %, por lo que el método es repetible.
f) Precision intermedia

La evaluacion de la precision intermedia ofrece informacidn sobre la variabilidad en
los resultados cuando se realizan mediciones en un mismo laboratorio, pero bajo
condiciones que son mas variables que las condiciones de repetibilidad. Para este
trabajo, se optd por evaluar la variabilidad de los resultados al aplicar el método en
diferentes dias. Esta decision busca emular las condiciones mas cercanas a la

realidad, ya que las mediciones se realizan en periodos de tiempo diferentes.

Al igual que en el pardmetro de veracidad, se realizé la inyeccion de una disolucion
control a 0.10 ppm de los aldehidos-DNFH, que seria el valor de referencia. Las
areas de las disoluciones empleadas para evaluar este parametro se muestran en
la tabla 17.
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Tabla 17. Resultados experimentales para evaluar precision intermedia.

Dial
Ensayo Area FA-DNFH | Area AA-DNFH | Area Acr-DNFH
Solucién control 188.49 178.02 138.34
1 188.79 180.61 140.55
2 192.10 183.34 142.25
3 193.49 184.30 142.94
Dia 2
4 193.24 184.1 142.31
178.56 169.47 131.21
6 172.58 164.82 127.52

Con los resultados de la tabla 17, se compararon las areas de los placebos
fortificados con el valor de referencia para obtener el % recuperacion y finalmente
obtener el coeficiente de variacion global del % recuperacion para cada analito.
Ademas, con los resultados del % recuperacion se realizd un estudio de analisis de
varianza (ANOVA) de una via. En la tabla 18 muestra el valor del % CV global.

Tabla 18.Coeficiente de variacién global para precision intermedia

Dia 1
% Recuperacion % Recuperacion % Recuperacion
FA-DNFH AA-DNFH Acr-DNFH
100.159 101.455 101.598
101.915 102.988 102.826
102.653 103.528 103.325
Dia 2
102.520 103.415 102.870
94.732 95.197 94.846
91.467 92.767 93.394
% CV gioba 4.75 4.71 4.48

68



De acuerdo con los datos presentados en la tabla 18, se observa que el % CV global
calculado para cada analito es inferior al 16 %, que previamente se ha establecido
como el criterio de aceptacion. Esto sugiere que los resultados obtenidos de la
metodologia analitica implementadas en el LANCIC-IQ repetidas en diferentes dias

son parecidas entre si.

Enlatabla 19,20y 21, se presentan los resultados del andlisis de varianza (ANOVA)
de una via para formaldehido-DNFH, acetaldehido-DNFH y acroleina-DNFH,
respectivamente. Los resultados del ANOVA sefialan que, para todos los aldehidos
evaluados, el valor de la estadistica F obtenido es menor que el valor critico para F.
Lo anterior indica que las medias son estadisticamente iguales, es decir, se acepta
la hipétesis nula (Ho). El significado de la hipotesis nula y la alternativa se muestra

a continuacion, donde u representa la media:
Ho: g = pp = -+ = py entonces F < Feritica
H;:no todas las medias son iguales entonces F > Fjjtica

En otras palabras, el resultado obtenido por el método analitico no cambiaria debido
a realizarlo en dias distintos. Se concluye que el método cumple con precision

intermedia.

Tabla 19. Analisis de varianza de una via para FA-DNFH
Grados Promedio de

Origen de las Suma de de los Probabilidad Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados para F
SIS e 42.7102164 1 42.7102164 2.52065888 0.18755682 7.70864742

Dentro de los
grupos 67.7762735 4  16.9440684
Total 110.48649 5
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Tabla 20. Analisis de varianza de una via para AA-DNFH
Grados Promedio de

Origen de las Suma de de los Probabilidad Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados para F
Entre grupos 45.8769286 1 45.8769286 2.84129731 0.16715029 7.70864742

Dentro de los
grupos 64.5858895 4 16.1464724
Total 110.462818 5

Tabla 21. Analisis de varianza de una via para Acr-DNFH
Grados Promedio

Origen de las Suma de de de los Probabilidad Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados para F
Entre grupos 46.1447954 1 46.1447954 3.4388462 0.13728586 7.70864742

Dentro de los
grupos 53.6747417 4 13.4186854
Total 99.8195371 5

Al realizar la validacibn de métodos analiticos, los parametros de precision y
veracidad tratan de investigar la exactitud de los resultados evaluando los efectos
sisteméticos y aleatorios. Por lo tanto, normalmente la exactitud se estudia como
dos componentes “veracidad” y “precision” [47], esta relacién se muestra en la figura
41. Se ha demostrado que el método en cuestion exhibe tanto veracidad como
precision a dos niveles, lo que implica que las mediciones efectuadas mediante este
método analitico estaran exentas de variacidn sistematica. En consecuencia,
cualquier variacion observada estara ligada Unicamente a la aleatoriedad, por ende

los resultados seran exactos.
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| ERROR DE MEDIDA |
I

| ERROR ALEATORIO | | ERROR SISTEMATICO |
PRECISION VERACIDAD
y
* Repetibilidad
+ Precision

intermedia
+ Reproducibilidad

Figura 41. Relacién entre la exactitud y los tipos de error.

g) Limite de deteccion y limite de cuantificacion

Para obtener el limite de deteccion y el limite de cuantificacion, se siguio la
indicacién establecida en la “Guia de validacién de métodos analiticos editada por
el Colegio Nacional de Quimicos Farmacéuticos Bidlogos”, que indica que se
requiere una relacién S/N = 3 para el limite de deteccidn, mientras que para el limite

de cuantificacion una relaciéon de S/N = 10.

Segun los datos de la tabla 22, se detect6 la presencia de formaldehido-DNFH vy
acetaldehido-DNFH en los e-liquids cuando sus concentraciones fueron iguales a
0.0015 ppm, mientras que para la acroleina-DNFH, cuando las concentraciones
superaban los 0.0015 ppm. Por otro lado, estos aldehidos fueron cuantificados con

exactitud a partir de concentraciones mayores a 0.004 ppm.
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Tabla 22. Relacién S/N para determinar el LD y LC.

FA-DNFH AA-DNFH Acr-DNFH
S/N (0.0015 ppm) 3.1 3.6 2.8
S/N (0.002 ppm) 5.8 5.9 5.2
S/N (0.004 ppm) 9.5 9.3 8.6
S/N (0.0045 ppm) 14.7 15.0 13.8

En términos de ng/mL de muestra, el LD y el LC para cada analito se muestra en la
tabla 23.

Tabla 23. Resultados para el limite de deteccién y limite de cuantificacion para FA-DNFH, AA-
DNFH y Acr-DNFH.

FA-DNFH AA-DNFH Acr-DNFH
LD (ng/mL de 6.00 6.00 LD >6.0
muestra)
LC (ng/mL de LC >16.0
muestra)

El ejemplo de calculo para obtener al limite de deteccion del formaldehido

derivatizado en términos de ng/mL de muestra se muestra a continuacion:

0.0015 m 1 1.1889¢ 10°n
8 % 2.0 mL X &« g

—_— X = 5.99 = 6.00
1000 mL 0.5945 g placebo mL 1 mg

El principal propoésito del presente trabajo fue cuantificar los aldehidos previamente
mencionados. Los resultados de la tabla 23, resaltan que es posible cuantificarlos
cuando sus concentraciones son superiores a 16.00 ng/mL de muestra. Esto
demuestra que el detector de UV/Vis tiene un bajo ruido por lo que el equipo puede
diferenciar entre el ruido y una respuesta fisicoquimica debida al analito, incluso a

bajas concentraciones. La capacidad de lograr limites de cuantificacion tan bajos
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tiene un potencial significativo para tener estandares de calidad rigorosos, lo que
resulta fundamental en diversas aplicaciones analiticas y en el control de calidad.

5.3 Declaracion de validacion

Cuantificacion de formaldehido, acetaldehido y acroleina mediante HPLC-UV
Método en e-liquids, previa derivatizacion.

Referencia Guia de validacion de métodos analiticos. Editada por el Colegio Nacional de
Quimicos Farmacéuticos Biblogos.

=sjolcelilecefolgie s Que cumplan todos los pardmetros de validacion en el intervalo de trabajo. Los

los requisitos criterios de aceptacion son los mismos para todos los analitos.
Periodo de Noviembre 2022 — Agosto 2023
realizacion
Validacién del método analitico
Parametro de Criterio de aceptacion Resultado Veredicto
validacion

Respuesta debida unicamente al | Se da como evidencia un Cumple
Selectividad analito de interés conjunto de cromatogramas

FA-DNFH: 3.0 %

Repetibilidad del % CV de la respuesta < 16 % AA-DNFH: 3.0 % Cumple
sistema Acr-DNF: 3.2 %
FA-DNFH
ua = 1923.15 ppm — 14.38 ua
R?=0.99
2
RT2098 AA-DNFH
Linealidad y = mx + b (sin tendencia en ua = 1797.64 ppm — 14.33 ua Cumple
residuales) R?=0.99
IC(m) no incluye al cero Acr-DNFH
ua = 1521.99 ppm — 11.42 ua
R2=0.99

FA-DNFH: 99.06 %
AA-DNFH: 99.86 %
Recobro 98 % - 102 % y que el IC Acr-DNF: 99.96 %

Veracidad incluya al 100% Cumple

Para todos los aldehidos se
cumple que el IC contiene el
100 %
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FA-DNFH: 1.04 %

Repetibilidad del % CV de los recobros < 16 % AA-DNFH: 1.07 % Cumple
método Acr-DNF: 1.07 %
% CV global < 16 % FA-DNFH: 4.75 %
Precision intermedia Factores no significativos AA-DNFH: 4.71 % Cumple
Acr-DNF: 4.48 %
Sin factores significativos para
todos los aldehidos.
FA-DNFH
1923.15 ua/ppm
Sens&;:ll:/ad r<':11r)1allt|ca Valor de m diferente de cero AA-DNEH Cumple
P 1797.64 ua/ppm
Acr-DNFH
1521.99 ua/ppm
FA-DNFH: 6.00
Limite de deteccion Informativo (LD < LC) AA-DNFH: 6.00 Cumple
(ng/mL de muestra) Acr-DNF
LD > 6.0
Limite de Informativo Para todos los aldehidos
cuantificacién (ng/mL LC > 16.0 Cumple

de muestra)

Declaracion de validacion

El método es adecuado para su propdsito

Los cromatogramas resultantes de la validacion del presente trabajo se encuentran

en el anexo 8.4

5.4 Analisis de muestras comerciales

Con la metodologia desarrollada y validada en el presente trabajo, se realizé el

andlisis de 20 muestras comerciales de e-liquids de origen mexicano,

proporcionadas por el Instituto Nacional de Salud Publica. Sin embargo, por

cuestiones de confidencialidad del proyecto, solo se reportaron los resultados de

dos de ellas. En las figuras 42 y 43 se pueden observar los cromatogramas

resultantes del analisis de las muestras. Posteriormente, se procedio a interpolar las

areas de los cromatogramas utilizando los modelos matematicos correspondientes,
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lo que permitié obtener las concentraciones de los aldehidos presentes en e-liquids,
los resultados se detallan en la tabla 24. Cabe recordar que para el analisis de los
resultados se resto el &rea del blanco de proceso y que ademas se aplico el factor
de correccion del 61 % mencionada en el apartado “5.1.2.1 Rendimiento de la

reaccion de derivatizacion”.
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Figura 42. Muestra “E-032” de e-liquid.
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Figura 43. Muestra “A-029” de e-liquid.
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Tabla 24. Resultados de la cuantificacion de FA-DNFH, AA-DNFH y Acr-DNFH en
muestras de e-liquids. ND = No detectable.

Muestra FA-DNFH AA-DNFH Acr-DNFH
(ng/mL de muestra) (ng/mL de muestra) (ng/mL de muestra)

E-032° 128.20 230.78 ND

A-029° ND 6701.76 ND

E-032 * 210.16 378.33 ND

A-029 * ND 10986.48 ND

“Concentracion considerando un rendimiento del 61 %
*Concentracion aplicando el factor de correccion.

El ejemplo de célculo para aplicar el factor de correccién se muestra a continuacion:

128.20 ng mL™1!
61 %

X 100 % = 210.16 ng/mL de muestra

Algo importante a destacar es que las concentraciones reportadas en varios
estudios donde cuantifican estos aldehidos en e-liquids principalmente de
manufactura coreana y estadounidense van desde 100 ng/mL a 11500 ng/mL para
el formaldehido, mientras que para el acetaldehido de 300 ng/mL a 1450 ng/mL, y
finalmente para la acroleina de 20 ng/mL a 9550 ng/mL[11 51 estos resultados junto
con los de tabla 24, hacen destacar la falta de regulacion en el tipo de materia prima
gue se emplea en la fabricacién de estos dispositivos. Esto mismo se ve reflejado
en la tabla 24, donde la concentracion de un mismo analito varia significativamente
entre muestras. Es particularmente alarmante notar que los cigarrillos de
manufactura mexicana presentan una concentracion de acetaldehido que supera
en mas de 7 veces la concentracion encontrada en los cigarrillos de otros paises

para este este mismo compuesto, siendo éste un posible carcinégeno.

En especial en Europa ya se empiezan a realizar algunas normas directrices
nacionales sobre cigarrillos electronicos y e-liquids, por ejemplo, en “The French
standard XP D90-300-2” contiene los requerimientos para los e-liquids, donde se

indica los siguientes limites para los siguientes compuestos 73
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e Formaldehido (22000 ng/mL)
e Acetaldehido (200000 ng/mL)
e Acroleina (22000 ng/mL)

Considerando los limites previamente establecidos para cada tipo de aldehido y
contrastandolos con las concentraciones registradas en cada muestra, se
comprueba que ninguna de ellas sobrepasa los valores permitidos. No obstante, es
crucial tener en cuenta la presencia de humectantes, como el propilenglicol y la
glicerina, que constituyen mas del 95 % del e-liquid. Estos componentes
representan una fuente adicional de formaldehido y acroleina, lo que significa que
las concentraciones de estos aldehidos en el vapor del cigarrillo pueden aumentar
considerablemente. Esta situacion implica un riesgo para la salud de los
consumidores, especialmente para el grupo objetivo de este producto, que abarca

a adolescentes y jévenes.

Por otro lado, diversos estudios han evidenciado la aparicion de tumores nasales,
principalmente en ratas y ratones cuando son expuestos a niveles elevados de
formaldehido a partir de 6 ppm (6000 ng/mL) en adelante. Incluso a concentraciones
de 0.7 ppm (700 ng/mL), se han identificado la formacion de aductos de DNA.
Asimismo, concentraciones a partir de 0.5 ppm (500 ng/mL) provocan irritacion en
los ojos y las vias respiratorias ["4. Dado que el formaldehido es reconocido como
un carcinbgeno humano, es posible que no exista un nivel de exposicion
considerado seguro, lo que subraya la importancia de minimizar todo contacto con

esta sustancia.

En lo que respecta al acetaldehido, se ha informado irritacion ocular en pruebas con
voluntarios humanos a concentraciones de 50 ppm (50000 ng/mL), y a niveles mas
altos, de 100000 - 2000000 ng/mL, se presentan sintomas de irritacién de nariz o
garganta. En el caso de ratas expuestas cronicamente a 750000 ng/mL o mas

durante un periodo de 2 afios, se ha confirmado que esto resulta en cancer de
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mucosa nasal. Ademas, la exposicion continua puede desencadenar irritacion

ocular persistente que provoca dafios duraderos e incluso bronquitis [75].

Los analisis realizados para la acroleina revelan su marcada capacidad como
irritante para las membranas mucosas, con posibilidad de generar irritaciones
cutaneas a concentraciones elevadas. La inhalacién de este compuesto puede
generar diversos sintomas, como la irritacién de nariz, garganta y pulmones, asi
como edema y hemorragia pulmonares, inclusive hasta la muerte en
concentraciones considerables. Se reporto irritacion nasal y de garganta, ademas
de una reduccion en la rapidez respiratoria en voluntarios expuestos a 0.3 ppm (300
ng/mL). Mientras tanto, en ratones se ha documentado casos de edema y
hemorragia pulmonares para concentraciones que oscilan entre 2-5 ppm (2000-
5000 ng/mL). En casos humanos expuestos a altas concentraciones, presentan
sintomas analogos a los previamente mencionados, asi como fiebre, disnea y

cianosis 76,

Con los estudios previamente citados y considerando las concentraciones
reportadas para las dos muestras analizadas en este trabajo, se puede concluir que
estos aldehidos no representan un riesgo para la salud; sin embargo, es importante
tener en cuenta otros factores que pueden afectar la cantidad presente de estos
aldehidos en los cigarrillos electrénicos. La temperatura de calentamiento del e-
liquid, la duracion de la bocanada (puff) y la potencia de la bateria son factores que
al incrementarse favorecen la produccion de estos aldehidos. Incluso hay articulos
gue mencionan que la proporcion de glicerina y propilenglicol presente en el liquido
de vapeo puede afectar la concentracion de estos aldehidos en el vapor generado.
En un estudio se probaron diferentes proporciones de propilenglicol y glicerina, para
posteriormente producir el vapor a una temperatura de 191 °C, se observo que en
el caso de la acroleina su concentracion en el vapor incrementé cuando la
proporcion de glicerina también lo hizo, esto debido a que la principal fuente de este
aldehido es la oxidacion de la glicerina. Mientras que la concentracion de

formaldehido y acetaldehido incrementd cuando la proporcién de propilenglicol fue
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mayor debido a que este es mas facil de evaporizar en comparacion con la glicerina

provocando una mayor cantidad de aerosol ['7: 78I,

Se debe considerar que la falta de regulaciones para este producto implica que las
concentraciones de formaldehido y acetaldehido en los cigarrillos electronicos no
estén estandarizas (tabla 24), lo que hace que no se pueda garantizar que las
concentraciones del formaldehido y acetaldehido estén siempre por debajo de los

niveles de concentracion que podrian causar dafos a la salud.
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CAPITULO 6: CONCLUSIONES

Se desarrollé un método analitico, que implica la derivatizacién previa, para
cuantificar formaldehido, acetaldehido y acroleina presentes en muestras de
liquidos de vapeo (e-liquids) mediante HPLC-UV/Vis.

El método analitico propuesto cumplié con todos los parametros de
validacion por lo que puede ser empleado para su propésito.

Mediante el método analitico validado en este estudio, se logro cuantificar,
por primera vez en cigarrillos de manufactura mexicana, la presencia de
formaldehido y acetaldehido en muestras de e-liquids proporcionadas por el
INSP, en respuesta a su solicitud. Cabe destacar que en estas muestras no
se detectd la presencia de acroleina.

Las muestras proporcionadas por el INSP contienen una concentracion de
formaldehido y acetaldehido menor a la permisible en “The French standard
XP D90-300-2”, por lo que las concentraciones de estos aldehidos no
representan un riesgo para la salud; sin embargo, se debe considerar la
aportacion de formaldehido y acroleina debido al uso de humectantes como
propilenglicol y glicerina. Ademas de factores como la temperatura de
vaporizacion, proporcion de los humectantes, potencia de la bateria y
duracioén de la bocanada.
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CAPITULO 8: ANEXOS

8.1 Busqueda del intervalo de trabajo: Prueba de hipodtesis

Demostracion de correlacion significativa para FA-DNFH.

t critica®

654.77

tb

2.09

__|rlvn-2

bt—

determinacion.

a Ccritica: valor de la prueba de t de student a dos colas con 95 % de confianza y 19 grados de libertad. Se emple6 la funcién

INV.T.2C() de Excel®

Nk donde r hace referencia al coeficiente de correlacion, n las observaciones y r* el coeficiente de
-r

Demostracién de correlacion significativa para AA-DNFH.

t critica

597.26

t

2.09

Demostracion de correlacion significativa para Acr-DNFH.

t critica

708.35

t

2.09
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8.2 Titulaciéon de formaldehido con sulfito de sodio mediante
potenciometria.

V agregado (mL) pH V agregado (mL) pH
0.0 12.268 15.0 11.326
1.0 12.209 16.0 11.240
2.0 12.179 16.5 11.142
3.0 12.144 17.0 11.025
4.0 12.105 17.5 10.871
5.0 12.064 18.5 10.420
6.0 12.015 19.0 9.851
7.0 11.971 19.5 9.562
8.0 11.919 20.0 9.268
9.0 11.865 20.5 9.021
10.0 11.808 21.0 8.845
11.0 11.742 215 8.714
11.5 11.704 22.0 8.597
12.0 11.660 22.5 8.508
12.5 11.616 23.0 8.422
13.0 11.566 23.5 8.365
13.5 11.516 24.0 8.302
14.0 11.455 24.5 8.254
14.5 11.389 25.0 8.203
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8.3 Linealidad del sistema: Analisis de varianza (ANOVA)

Resumen de los valores y parametros obtenidos mediante el andlisis de varianza

de una via para FA-DNFH.

Andlisis de varianza

Grados de Suma de Promedio de F Valor critico
libertad cuadrados los cuadrados de F

Regresion 1 220984015 220984015 428719.844 | 7.92844E-43

Residuos 19| 9793.56646 515.4508662

Total 20 220993809

Coeficientes Error tipico Estadistico t Probabilidad IC IC
Inferior 95% | Superior 95%
Intercepcién -14.375 5.68913 -2.52676 0.02055 -26.28254 -2.46759
(ua)
Variable X 1 1923.146 2.93715 654.76702 7.9284E-43 1916.99859 | 1929.29362
(ua/ppm)
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Resumen de los valores y parametros obtenidos mediante el andlisis de varianza

de una via para AA-DNFH.

Analisis de varianza

Grados de Suma de Promedio de los F Valor critico
libertad cuadrados cuadrados de F
Regresion 1 193081090 193081090 | 356714.304 | 4.54733E-42
Residuos 19 10284.2546 541.276557
Total 20 193091375
Coeficientes Error tipico Estadistico t Probabilidad IC IC
Inferior 95% | Superior 95%
Intercepcion -14.331 5.82991 -2.45817 0.02374 -26.53303 -2.12877
(ua)
Variable X 1 1797.636 3.00983 597.25564 4.5473E-42 1791.33621 1803.93549
(ua/ppm)
Resumen de los valores y parametros obtenidos mediante el analisis de varianza
de una via para Acr-DNFH.
Analisis de varianza
Grados de | Suma de | Promedio de los F Valor critico
libertad cuadrados cuadrados de F
Regresion 1 138408254 138408254 501771.329 1.7785E-43
Residuos 19 5240.94679 275.839304
Total 20 138413495
Coeficientes Error tipico Estadistico t Probabilidad IC IC
Inferior 95% | Superior 95%
Intercepcién -11.422 4.16179 -2.74439 0.01289 -20.13231 -2.71087
(ua)
Variable X 1 1521.994 2.14862 708.35819 1.7785E-43 1517.49655 1526.49078
(ua/ppm)
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8.4 Cromatogramas complementarios asociados a la validacion
del método analitico.

Repetibilidad del sistema

En la siguiente figura se superponen los cinco cromatogramas obtenidos a partir de

la inyeccion por quintuplicado de la disolucion a 0.1 ppm de los aldehidos-DNFH.
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