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RESUMEN

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs) son un grupo de mas de 200
sustancias quimicas diferentes que se forman durante la combustiéon incompleta del
carbén, petrdéleo y gasolina, basura y otras sustancias organicas como tabaco y carne
preparada en la parrilla. La presencia de estos compuestos en el ambiente genera
diversos dafios a la salud de las personas expuestas.

El Departamento de Salud y Servicios Humanos (DHHS) de los Estados Unidos ha

determinado que es razonable predecir que algunos HAPs son carcinogénicos.

En México, la industria ladrillera sigue empleando para la manufactura de sus
productos, combustibles altamente contaminantes como llantas, aceites gastados,
residuos industriales y casi cualquier material organico de desecho, por lo tanto la
gente que labora en este tipo de industrias estan expuestos por largos periodos de
tiempo a la presencia de HAPs. De aqui el interés por estudiar los efectos que sobre la
salud podrian causar los mas de 250 hornos ladrilleros que se encuentran en la
poblacién de San Nicolas, municipio de Tequisquiapan, Qro, la cual cuenta con
alrededor de 4,000 habitantes, de los cuales una gran parte se dedica a la fabricaciéon

del ladrillo.

La presente tesis comprende, la implementaciéon de un método por Cromatografia de
Liguidos de Alta Resolucion (CLAR) con detectores ultravioleta visible (UV-VIS) y
fluorescencia (FL) para la determinacion de 16 HAPs y 5 metabolitos monohidroxilados
de naftaleno, acenafteno, fenantreno y pireno en muestras de orina fortificadas de
personas no expuestas laboralmente a HAPs, utilizando la técnica de extraccion en fase
sélida (SPE, por sus siglas en inglés) en la preparacion de las muestras. Cabe
mencionar que el método es aplicable al analisis de muestras de orina de personas

altamente expuestas a HAPs como lo es la poblacién de San Nicolas, Qro.

Primeramente se llevd a cabo la optimizacion de las condiciones cromatograficas como
son: composicion de fase movil, gradiente de elucion, tipo de fase estacionaria, flujo,
temperatura de columna y longitudes de onda de absorcién, excitacion y emision, para
la separacion de los 16 HAPs y los 5 metabolitos monohidroxilados separadamente;
con las condiciones Optimas encontradas se evaludé la linealidad, precision,

especificidad, limite de deteccién y limite de cuantificacion del sistema para los



compuestos estudiados. Posteriormente se trataron muestras de orina de personas
voluntarias que no se encontraban expuestas a HAPs. Las muestras se fortificaron con
una mezcla de los 5 metabolitos monohidroxilados y se sometieron a extraccidon en
fase sdlida, evaluando la cantidad de metabolitos recuperados después del proceso de
extraccion en fase sélida. Una vez optimizadas las condiciones de extraccion se llevo a
cabo nuevamente la evaluaciéon de linealidad, precisidon, especificidad, limite de

deteccion y limite de cuantificacion ahora en muestras de orina.

Finalmente se evaludé la posible interferencia de los HAPs en la determinacion de
metabolitos en muestras de orina, considerando que en muestras de personas que se
encuentran altamente expuestas a HAPs habria la presencia de ambos grupos de
compuestos. Para la evaluacién se inyect6 en las condiciones 6ptimas de separacion de
hidroxi-HAPs una mezcla de 16 HAPs y 5 metabolitos monohidroxilados en orina,

tratada por extraccion en fase soélida.



CAPITULO 1
INTRODUCCION

Los Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos (HAPs) consisten en mas de 200 compuestos
quimicos formados por dos o mas anillos aromaticos unidos en arreglos angulares,

lineales o agrupados (Xu et al. 2004, Johsen et al. 2005).

Los HAPs pueden clasificarse en dos grupos con propiedades y efectos diferentes: los
de bajo peso molecular, con dos y tres anillos aromaticos, son menos hidrofébicos y
presentan una alta toxicidad; los de alto peso molecular con cuatro o mas anillos
aromaticos son fuertemente hidrofébicos y potencialmente mutagénicos y carcinégenos
(Bouzige et al. 1998, Vera et al. 2002).

Los HAPs se encuentran en el ambiente generalmente como una mezcla de varios de
estos compuestos producidos por la combustién incompleta de materia organica a
temperaturas que superan los 800°C. La composicion de los productos de la
combustion depende del combustible, la temperatura y el tiempo de permanencia a
altas temperaturas. Debido a sus bajas presiones de vapor, la mayoria de los HAPs se
condensan sobre particulas de hollin o forman ellos mismos particulas muy pequefias.
Los HAPs liberados a la atmdésfera en forma de vapor son adsorbidos por las particulas
presentes en ella, produciendo una diseminacién de aerosoles que contiene HAPs y que
puede ser transportada a grandes distancias por los vientos (Stellman 2001, Kuusimaki
et al. 2004, Li et al. 2006).

Estos compuestos penetran en el cuerpo humano a través de las vias respiratoria,
gastrointestinal y dérmica, llegando esta ultima en algunos casos a alcanzar el 70% de
la cantidad absorbida. Una vez en el interior del organismo, el higado es el sitio
primario de biotransformacioén sin importar la via de entrada, debido a que este drgano
contiene enzimas necesarias para transformar los HAPs en otros compuestos mas
facilmente eliminables en orina, entre los que destacan los monohidroxi y dihidroxi
derivados (Van Rooij et al. 1993, Ellenhorn 1997, Jongeneelen 1997, Elovaara et al.
2003, Xu et al. 2004, Li et al. 2006).

Los HAPs y sus derivados estan asociados a diversos tipos de cancer en el hombre.

Dadas las diferentes fuentes de estos compuestos y el hecho de que algunos grupos



poblacionales que residen o trabajan en ambientes directamente influenciados por
estas fuentes estan sometidos a un riesgo mayor, se hace necesario el monitoreo
biolégico de exposicion a estos compuestos que se puede realizar mediante la
determinacion de la concentracién de sus metabolitos en fluidos biolégicos (sangre u

orina) (www.who.int/ipcs/en).

La Agencia Internacional para la Investigacion sobre el Cancer (IARC, por sus siglas en
inglés) y la Agencia de Protecciéon al Ambiente de los Estados Unidos (U.S. EPA, por
sus siglas en inglés) han clasificado a varios HAPs como posibles carcinédgenos
humanos. Existen evidencias de que algunos compuestos de esta familia aumentan el
efecto carcinogénico de otros HAPs, como por ejemplo el pireno, que potencia el efecto
del benzo[a]pireno. El benzo[a]pireno es uno de los HAPs que posee la capacidad de
desarrollar efectos carcinogénicos, genotéxicos y/o mutagénicos y se encuentra
presente en la mayoria de las fuentes de produccién de estos compuestos. Lo anterior,
aunado al tiempo de permanencia en el medio ambiente, hacen que este compuesto
sea empleado como elemento de referencia en diferentes estudios ambientales (Van
Rooij et al. 1993, Baumard et al. 1997, Kuusimaki et al. 2004, Schedl et al. 2001,
http://monographs.iarc.fr)

Siendo el pireno un hidrocarburo comudn en la mayor parte de las mezclas de HAPs, su
metabolito principal, el 1-hidroxipireno es el mas usado como indicador biolégico de los
HAPs ya que tiene la ventaja de no estar influenciado por el consumo de tabaco
(Jongeneelen et al. 1986, Jongeneelen et al. 1988, Elovaara et al. 2003, Xu et al.
2004, Kuusimaki et al. 2004, Zheng Li et al. 2006, Romanoff et al. 2006, Maisonnette
et al. 2006, Wegener et al. 2006, Jacob et al. 2007).

Se han utilizado diversos métodos para la determinacion de HAPs, tales como métodos
espectrofotométricos, métodos de inmunoensayo (Enzyme-Linked ImmunoSorbent
Assay, ELISA, UltraSensitive Enzymatic RadiolmmunoAssay, USERIA) y métodos
cromatograficos (Gas Chromatography/Mass Spectrometry, GC/MS, High Performance
Liquid Chromatography, HPLC) (Jongeneelen 1997, Kousmanenen et al. 2003, Pensado
et al. 2005, Filipkowska et al. 2005, Diaz et al. 2007, Zuazagoitia et al. 2007).

Tomando en cuenta que un alto porcentaje de las poblaciones en México cocina con
lefia y por lo tanto estan expuestos por largos periodos de tiempo a la presencia de

HAPs; y en algunas zonas del pais como es el caso de San Nicolas, municipio de



Tequisquiapan, Qro., en donde se ubican aproximadamente 250 ladrilleras las cuales
utilizan diversos combustibles como aceites gastados, llantas y residuos industriales
para la fabricacion del ladrillo, es que se decidié establecer un método de analisis para

determinar la presencia de los metabolitos de estos compuestos en orina.

La presente tesis comprende, la implementacion de un método por cromatografia de
liquidos de alta resolucion (CLAR) con detectores ultravioleta visible (UV-VIS) vy
fluorescencia (FL) para la determinacion de 16 HAPs entre los que se encuentran 14
HAPs considerados por la Agencia de Proteccion al Ambiente de los Estados Unidos
(U.S. EPA, por sus siglas en inglés) en sus listas de contaminantes prioritarios y 5
metabolitos monohidroxilados de naftaleno, acenafteno, fenantreno y pireno en
muestras de orina fortificadas de personas no expuestas laboralmente a HAPs,
utilizando la técnica de extraccion en fase sélida (SPE, por sus siglas en inglés) en la

preparacion de muestra.

Primeramente se llevé a cabo la optimizacion de las condiciones cromatogréaficas como
son: composicion de fase movil, gradiente de elucion, tipo de fase estacionaria, flujo,
temperatura de columna y longitudes de onda de absorcion, excitacién y emision, para
la separaciéon de los 16 HAPs y los 5 metabolitos monohidroxilados separadamente;
con las condiciones Optimas encontradas se evalu6 la linealidad, precision,
especificidad, limite de deteccion y limite de cuantificacion del sistema para los
compuestos estudiados. Posteriormente se trataron muestras de orina de personas
voluntarias que no se encontraban expuestas a HAPs. Las muestras se fortificaron con
una mezcla de los 5 metabolitos monohidroxilados y se sometieron a extraccidon en
fase solida, evaluando la cantidad de metabolitos recuperados después del proceso de
extraccion en fase sélida. Una vez optimizadas las condiciones de extraccion se llevo a
cabo nuevamente la evaluacién de linealidad, precision, especificidad, limite de

deteccion y limite de cuantificacion ahora en muestras de orina.

Finalmente se evaluaron las interferencias que pudieran provocar los HAPs en la
determinacién de metabolitos en muestras de orina, considerando que en muestras de
personas que se encuentran altamente expuestas a HAPs habria la presencia de ambos
grupos de compuestos. Para la evaluacién se inyecté en las condiciones 6ptimas de
separacion de hidroxi-HAPs una mezcla de 16 HAPs y 5 metabolitos monohidroxilados

tratada por extraccion en fase sélida.



CAPITULO 2
OBJETIVOS

2.1 Objetivo General

¢ Implementar un método de andlisis para la separacion y determinacién de
metabolitos monohidroxilados de hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs)
en muestras de orina por cromatografia de liquidos de alta resolucion con
deteccion ultravioleta visible — fluorescencia (CLAR-UV-FL), utilizando

extraccion en fase sdlida (EFS) en la preparacion de la muestra.

2.2 Objetivos Particulares

e Optimizar la separacion de una mezcla de 16 hidrocarburos aromaticos
policiclicos (HAPs) por CLAR-UV-FL.

e Determinar los limites de deteccién y cuantificacion instrumentales para cada
uno de los 16 HAPs.

e Optimizar la separacién de una mezcla de 5 metabolitos monohidroxilados de
naftaleno, acenafteno, fenantreno y pireno por CLAR-UV- FL.

e Optimizar las condiciones de extraccién en fase sélida para la recuperacion de
los metabolitos monohidroxilados en muestras de orina.

e Evaluar los parametros de validacibn como son: linealidad, especificidad,
precisiéon, limite de deteccidn y limite de cuantificaciéon del instrumento y del
método para cada uno de los metabolitos estudiados.

e Evaluar las interferencias de HAPs en la determinacion de los metabolitos en

muestras de orina.



CAPITULO 3
ANTECEDENTES

3.1 Estructura Quimica de los HAPs

Los Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos (HAPs) se componen de dos o mas anillos
bencénicos fusionados entre si. Son clasificados como compuestos aromaticos debido a
que son ciclicos, contienen (4,, + 2) electrones n y cada atomo de carbono en el anillo
tiene hibridacién sp? lo que hace posible la deslocalizacién de los electrones (Krewski et
al. 1989).

La estructura condensada mas sencilla formada por sélo dos anillos aroméaticos es el
naftaleno, su estructura y representacion de orbitales se muestra en la figura 3.1

(http://images.google.com).
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Figura 3.1.1. Representacion de la molécula de Naftaleno.

Los HAPs pueden clasificarse en dos grupos con propiedades y efectos diferentes: los
de bajo peso molecular, con dos y tres anillos aromaticos, son menos hidrofdbicos y
presentan una alta toxicidad; los de alto peso molecular son fuertemente hidrofdbicos

y potencialmente mutagénicos y carcinégenos (Vera et al. 2002).

3.2 Propiedades fisicoquimicas de los HAPs

A temperatura ambiente los HAPs se encuentran en estado sélido. Las caracteristicas
comunes de estas sustancias son puntos de fusién y ebullicibn elevados, presion de
vapor baja y solubilidad en agua muy baja, la cual disminuye al aumentar el peso
molecular (tabla 3.2.1). Dependiendo de su caracter aromatico los HAPs absorben luz
ultravioleta y producen un espectro fluorescente caracteristico (Stellman 2001).

Son potencialmente bioacumulados y concentrados en sedimentos y suelos en funcién
de su persistencia. Como regla general, la persistencia del compuesto aumenta al

aumentar el tamario de la molécula.



Los HAPs de bajo peso molecular son menos hidrofdbicos (coeficiente de reparto
octanol-agua como log K, entre 3.3 y 5) y los de alto peso molecular son fuertemente
hidrofébicos con coeficientes de reparto octanol-agua mayores a 5.5 (tabla 3.2.1). Esta
comprobado que la toxicidad aumenta al aumentar el peso molecular y el caracter
hidrofébico (Bouzige et al. 1998).

En la tabla 3.2.1 se presentan las propiedades fisicoquimicas de los 16 HAPs incluidos
en la lista de contaminantes prioritarios de la EPA (Agencia de Proteccién al Ambiente
de EUA) ordenados en orden decreciente de polaridad (Hodgeson 1990, Budavari

2001, www.mtas.es, www.atsdr.cdc.gov).

Tabla 3.2.1. Propiedades fisicoquimicas de los 16 HAPs de la lista de contaminantes

prioritarios de la EPA.

Compuesto/ Sol.
PM p.f p.eb P en agua Pyap log
Estructura (g/mol) (¢6(9) (¢&(9) (g/ml) (mg/L) (Pa) Kow
Naftaleno
128 80 218 1.16 NR 11 3.30
Acenafteno
0.0 154 95 279 1.19 1.93 0.59 3.98
Acenaftileno
O.O 152 78 280 0.90 3.93 3.86 4.07
Fluoreno
0.0 166 116 295 1.20 1.98 0.04 4.18
Fenantreno
OO 178 99 336 1.06 1.2 0.09 4.45
Antraceno
OOO 178 218 | 342 | 1.25 0.76 2.26 x 10° | 4.45



http://www.mtas.es/

Pireno

‘O 202 156 404 1.27 0.077 3.33x 10* 4.88
Fluoranteno
I II 202 107 384 1.25 0.26 6.66 x 10 4.90
Criseno
I OO 228 252 448 1.27 | 2.8x10° 8.4 x 10°® 5.56
1,2-benzantraceno
I I I 228 155 438 NR 0.01 2.93 x 10°® 5.61
Benzo[b]fluoranteno
I II I 252 168 NR NR 0.0012 6.67 x 10° 6.04
Benzo[a]pireno
I II 252 179 310 1.40 2.3x10°% 7.46 x 10”7 6.05
Benzo[k]fluoranteno
I I II 252 215 480 NR 7.6x10" | 1.28x10°® 6.06
Benzo[g,h,i]perileno
“‘ 276 273 550 2.6x10* | 1.37x10® | 6.50
Indeno[cd]pireno
III I 276 164 530 --- 0.062 1.33 x 10™* 6.58
1,2:5,6-dibenzantraceno
278 267 524 1.28 5x 10 1.33x 108 6.84




PM: Peso molecular (g/mol)

p-f: Punto de fusién (°C)

p.eb: Punto de ebullicién (°C)

p: Densidad (g/mL)

Sol: Maxima concentracion de un compuesto capaz de disolverse en el agua (mg/L)
Pvap: Presion de vapor (Pa)

log Kow: Logaritmo del coeficiente de reparto octanol-agua

NR: No reportado en la literatura

3.3 Reactividad de los HAPs

La principal reaccion de los HAPs es la sustitucion electrofilica aromatica, sustituyendo
uno de los hidréogenos del anillo por un grupo electréfilo en presencia de un catalizador
y dando lugar a varios isdbmeros monosustituidos. En general la posicién en la cual se
lleva a cabo la sustitucion puede ser controlada por la condiciones de reaccibn como
son temperatura, disolvente de reaccibn o catalizador. Cuando se produce la
saturacion, se pueden llevar a cabo reacciones de adicion conservandose el sistema de
anillos. Las densas nubes de electrones n en ambos lados de las estructuras de los
anillos les confiere alta resistencia al ataque nucleofilico y con ello alta estabilidad

quimica (Wingrove 1981).

La mayoria de los HAPs sufren foto oxidacion, siendo ésta una forma para eliminarlos
de la atmdsfera. La reaccion de foto oxidaciobn mas frecuente es la formacion de
endoperoxidos, que pueden convertirse a quinonas. Los HAPs reaccionan rapidamente
con Oxidos de nitrégeno o HNOj;. Por ejemplo, el antraceno puede oxidarse a
antraquinona por accion del HNO; o dar un derivado nitrogenado mediante una
reaccion de sustitucion con NO,. El hecho de que los HAPs considerados cancerigenos o
no, reaccionen con otras sustancias no significa que se inactiven como tales, por el
contrario, muchos de ellos se transforman en cancerigenos mas potentes que el
correspondiente compuesto progenitor. Por ejemplo, el benz[a]antraceno que esta
presente en el humo del cigarro es un carcinégeno débil pero algunos de sus derivados

metilados y dimetilados son altamente carcinégenos (Mastrandrea et al. 2005).



3.4 Fuentes de exposicion a HAPs

Los HAPs pueden hallarse casi en todas partes, en el aire, adheridos a particulas de
polvo, en el suelo y el agua, procedentes de fuentes naturales o antropogénicas. La
contribucién de las fuentes naturales, como los incendios forestales y las emisiones
volcanicas, es minima comparada con las emisiones causadas por el ser humano. Los
derrames de combustibles fésiles son la principal fuente de emision de HAPs. Estos
compuestos también estan presentes en el humo del tabaco y en los alimentos

preparados en la parrilla, ahumados y fritos (Kaserouni et al. 2001).

La produccion de aluminio se realiza mediante un proceso electrolitico a temperaturas
de 970 °©C. Existen dos tipos de anodos: el de Soderberg y el de grafito ("precocido™).
El primero de ellos, que es el mas empleado, esta formado por una mezcla de coque y
alquitrdn de hulla y es la principal causa de exposicién a los HAPs en la industria del
aluminio. Los segundos se utilizan en las plantas de reduccién de aluminio, en los
hornos eléctricos de acero y en otros procesos metallrgicos. La materia prima para la
fabricacion de estos electrodos suele ser coque de petréleo mezclado con alquitran
como ligante. El cocido de los mismos se realiza calentando esta mezcla a
temperaturas superiores a los 1000 °©C, proceso durante el cual se liberan grandes
cantidades de HAPs (Stellman 2001).

Otra fuente importante es la utilizacion del asfalto para pavimentar calles y carreteras
que procede principalmente de los residuos de destilacion del petrdleo crudo. El asfalto
de petroéleo contiene pocos HAPs. No obstante, en algunos casos este asfalto se mezcla
con alquitran de hulla, lo que aumenta el riesgo de exposicion cuando se trabaja con el
asfalto caliente. En otros trabajos donde se utiliza el alquitran derretido como
recubrimientos de grandes superficies (aislamiento de paredes, oleoductos, etc.), los
trabajadores pueden sufrir una intensa exposicion. Las fuentes de HAPs en el trabajo,
ademas del alquitran de hulla y el asfalto, son el negro de humo, la creosota, los
aceites minerales (aceites lubricantes y aceites de corte), los humos y hollines
procedentes de diferentes combustiones y las emisiones del escape de los automadviles

(Stellman 2001, www.who.int/ipcs/en).

En México una de las fuentes importantes de exposicion a HAPs son los hornos
ladrilleros, un viejo problema ambiental, social y de salud. Tan solo en el area

metropolitana de la Ciudad de México funcionan méas de mil ladrilleras, con sistemas



tecnolégicos obsoletos que causan serios problemas a quienes trabajan en ellas, asi
como a la poblacion en general (DGESA 2002). En el estado de México hay mas de
500 ladrilleras, ubicadas especialmente en Chalco, Ixtapaluca, Coyotepec,
Huixquilucan, Acolman y Teotihuacan de donde obtienen sus ingresos unas 10 mil
personas. Esta actividad origina al afio mas de dos mil toneladas de contaminantes,
principalmente particulas suspendidas (CENICA 2002). Un caso particular es el que se
presenta en la poblacion de San Nicolads, municipio de Tequisquiapan, Qro., la cual
cuenta con alrededor de 4,000 habitantes, de los cuales una gran parte se dedica a la
fabricaciéon del ladrillo. La importancia econdmica de dicha actividad puede estimarse
bajo el conocimiento de que en este sitio se ubican aproximadamente 250 ladrilleras,
las cuales operan sistematicamente, sin algun tipo de control ambiental. Son los
miembros de la familia incluyendo a los nifios los que se dedican a las tareas de
amasar el lodo, formar las compostas para armar los ladrillos y acarrear los materiales
que se queman en los hornos, generalmente lefia y aserrin, aunque a veces también
llantas, aceites gastados, residuos industriales y casi cualquier material organico de
desecho. La preparacion de la pasta y el moldeo se realizan directamente sobre el
suelo. El secado es natural, tardando segun los ladrilleros hasta seis dias. La coccion

dura entre 48 y 72 horas.

3.5 HAPs-Efectos sobre la salud

No todos los HAPs han mostrado poseer efectos carcinogénicos, genotoxicos o
mutagénicos (tabla 3.5.1) y muchas veces el efecto se atribuye a la presencia conjunta
de mas de un compuesto de la familia y de algunos de sus derivados, principalmente

los nitroderivados.

Tabla 3.5.1. Datos relativos a los efectos carcinogénicos, genotdxicos y mutagénicos

de algunos HAPs.

Compuesto Carcinogenicidad Genotoxicidad Mutagenicidad
Fenantreno | L +
Antraceno N N -
Pireno N L +
Benzo[a]antraceno S S +
Benzo[e]pireno | L +
Benzo[a]pireno S S +




Dibenz[a]antraceno S S

Benzo[ghi]perileno | |

Dibenzopirenos S |

S = Suficiente, | = Insuficiente, N = No carcinogénico, L = Limitados

Mutagenicidad: +(positivo); -(negativo)

Los efectos téxicos de algunos HAPs sobre la piel estan asociados con dermatitis aguda
y crénica con sintomas de quemazoén, picor y edema, que son mas pronunciados en las
regiones de la piel expuesta. La exposicidon prolongada causa pigmentacion en las
zonas de la piel expuesta, con cornificacién de las capas superficiales y telangiectasis.
También se puede observar irritacion de las vias aéreas superiores con bronquitis y tos
crénica. En los ojos producen lagrimeo, fotofobia, edema de parpados e hiperemia

conjuntival (Stellman 2001).

En humanos la via respiratoria es considerada la mas importante, particularmente para
individuos altamente expuestos, de igual manera la via dérmica puede ser tanto o0 mas

importante (Li et al. 2006).

Un esquema propuesto para la carcinogenicidad por exposicion ambiental considera las
siguientes etapas: exposicion, activacion metabdlica, formacion de aductos entre HAPs
y ADN, mutaciones en genes criticos y sucesion de mutaciones en otros genes.
Es importante recalcar que la aparicion del cancer es un proceso que involucra varias
etapas, siendo también influenciado por susceptibilidad individual y otros factores,
tales como la edad, sexo, etnia, estado de salud, nutricion y polimorfismo genético. En
personas altamente expuestas se encuentra una mayor concentracion de aductos HAP-
ADN (Denissenko 1996, Krewski et al. 1989).

3.6 Biotransformacion de los HAPs

La biotransformaciéon de los HAPs involucra una serie de enzimas que catalizan
reacciones de oxidacién, reduccion e hidrélisis (enzimas del citocromo P 450-CYP) y de
enzimas que catalizan reacciones de conjugacion (sulfotransferasa, epdxido hidrolasa,
glutation-S-transferasa y UDP-glicotransferasa). Estos sistemas enziméticos estan
distribuidos en todos los tejidos del organismo (Shimada et al. 1996). En la figura

3.6.1 se representa la ruta metabdlica del benzo[a]pireno.
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Figura 3.6.1. Representacion esquematica del metabolismo del Benzo[a]pireno en

humanos. EH: Epéxido hidrolasa. GST: Glutation-S-Transferasa (www.atsdr.cdc.gov).

Las monoxigenasas dependientes del citocromo P 450 (CYP1A) son responsables de la
oxidacion enzimatica de los HAPs. Ellas actuan sobre una zona de elevada densidad
electrénica al nivel de la regién angular de la molécula de los HAPs formando epdéxidos
que pueden espontaneamente formar fenoles, o por accidon de las epdéxido hidrolasas,

producir dihidrodioles.

De estos fenoles algunos son oxidados a quinonas y otros producen epéxidos
secundarios (di-hidrodiolepéxidos), que son las formas mas reactivas con el ADN. El
carbono benzilico de los dihidrodiolepéxidos es capaz de reaccionar con las porciones
nucleofilicas del ADN (fundamentalmente con guanidina) y eventualmente iniciar un
proceso mutagénico. Reacciones semejantes se observan con otras macromoléculas

como la albumina y la hemoglobina.



Los dihidrodiolep6xidos son altamente inestables y cuando no reaccionan rapidamente,
son hidrolizados a tetroles, cuya formacion puede ser utilizada como bioindicador de

formacion de diolepoéxidos.

Los fenoles, las quinonas y los dihidrofenoles pueden sufrir conjugaciéon formando
sulfatos y glucurdnidos. Las quinonas y los diolepéxidos también reaccionan con el
glutation (mediante una glutation-S-transferasa) y pueden ser eliminados por orina

como tioéteres (Spivack 2001).

3.7 Marcadores biolégicos de exposicion a HAPs

Cuando hay absorcién de HAPs en el cuerpo, se produce una reaccién que es similar
para todos los HAPs, esta reaccidon puede ser usada para desarrollar un marcador
biolégico. Una pequefia dosis de HAP puede reaccionar con los sitios nucleofilicos del
ADN, dando lugar a un aducto HAP — ADN. Normalmente, la determinacion cuantitativa
de aductos de HAP - ADN se realiza por marcaciéon con *P, sin embargo, esta
determinacion no es facil debido a las pequefas concentraciones en las que se
encuentran estos compuestos, a la eficiencia de los mecanismos biolégicos de

reparacion y a la diluciéon de los aductos por la divisidon celular (Mastrandea et al. 2005)

Por esto, se ha puesto particular atencién en el estudio de los aductos formados por
reaccion entre los agentes carcindgenos y las proteinas, como indicadores de nivel de
reaccion con el ADN. La hemoglobina es una proteina utilizada en estas técnicas y
tiene una vida media de 120 dias, lo que la hace util como indicador de exposicion a
agentes mutagénicos. Algo similar ocurre con la albimina, que es una proteina
sintetizada por el higado y posee una vida media de 21-25 dias y sirve como
transportadora de compuestos lipofilicos. Los dihidrodiolepéxidos de muchos HAPs
pueden formar ésteres con los residuos del acido aspéartico o &acido glutamico de la
albumina (Frank et al. 1998).

En la tabla 3.7.1 se resumen las caracteristicas de los marcadores biolégicos de
exposicion a HAPs, algunos de los cuales pueden ser aplicados en forma rutinaria en

trabajadores expuestos.



Tabla 3.7.1. Marcadores bioldgicos de exposicion a HAPs (Jongeneelen 1997).

Agente

Marcador Bioldgico

Método Analitico

Mezcla total de HAPs

Aductos HAPs - ADN

Marcador 32p

Mezcla total de HAPs

Tioéteres urinarios

Espectrofotométrico

Mezcla total de HAPs

Mutagenicidad en orina

Ensayo de microsomas de

Salmonella
HAP en orina después de
HAP especifico ) CG/ EM
reduccion
HAP especifico HAP hidroxilado CG/EM

Benzo[a]pireno

Aducto ADN - benzo[a]pireno

en glébulos blancos

ELISA, USERIA

Benzo[a]pireno

Aducto hemoglobina -

benzo[a]pireno

ELISA, SSF, CLAR

Benzo[a]pireno

Aducto albUmina -

benzo[a]pireno

ELISA

Benzo[a]pireno

3-hidroxi-benzo[a]pireno

Fluorescencia inducida por

laser
Fenantreno Hidroxifenantrenos en orina CG/EM
Pireno Hidroxipireno en orina CLAR-Fluorescencia

ELISA: Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay

USERIA: Ultrasensitive Enzymatic RadiolmmunoAssay

SSF: Synchronous Scanning Fluorescence

El pireno, si bien no es cancerigeno y sus efectos genotéxicos son limitados (tabla

3.5.1) es un elemento que esta presente en la mayoria de los ambientes de trabajo

donde existe una potencial liberacién de HAPs. Por ello, el producto de su degradacion

metabdlica, el 1-hidroxipireno, excretado por orina, es considerado en diferentes

trabajos cientificos (tabla 3.11.2.2) como el mejor indicador biolégico de exposicion a

los HAPs debido a que no hay interferencia por el consumo de tabaco en la excreciéon

urinaria de este metabolito (Jongeneelen et al.

1986, Jongeneelen et al.

Elovaara et al. 2003, Xu et al. 2004, Kuusimaki et al. 2004, Zheng Li et al. 2006,

Romanoff et al. 2006, Maisonnette et al. 2006, Wegener et al. 2006, Jacob et al.

2007).

1988,



3.8 Limites de exposicion a HAPs

El largo periodo de latencia entre la primera exposicion y la aparicion de los sintomas,
junto a muchos otros factores, ha hecho que el establecimiento de valores limite
umbral para los HAPs en la atmésfera del lugar de trabajo sea una tarea ardua y dificil.
En 1967, la conferencia Americana de Higienistas Industriales del Gobierno de Estados
Unidos (ACGIH, por sus siglas en inglés) adopté un valor limite umbral (TLV, por sus
siglas en inglés) de 0.2 mg/m?® para los alquitranes de hulla volatiles, definiéndose
como el peso de la fracciéon soluble en benceno de las particulas recogidas en un filtro.
En 1997, la Administraciéon sobre Salud y Seguridad Ocupacional de Estados Unidos
(OSHA, por sus siglas en inglés) establecié un limite de exposiciéon permisible (PEL, por
sus siglas en inglés) para el BaP de 0.2 mg/m?>. El limite de exposicién recomendado
(REL, por sus siglas en inglés) por el Instituto Nacional de Salud y Seguridad
Ocupacional de Estados Unidos (NIOSH, por sus siglas en inglés) es de 0.1 mg/m?
(Stellman 2001).

En la siguiente lista se han utilizado las mediciones de BaP en diferentes tipos de

fuentes de trabajo para clasificarlos segun el grado de exposicion (Stellman 2001).

- Exposicion muy alta (> 10 mg/m?®): Trabajos en fabricas de coque, plantas de
aluminio, fabricas que emplean electrodos de grafito, manipulacién de breas y asfalto
calentados.

= Exposicion moderada (0.1 - 10 mg/ m?®): Trabajos en fabricas de coque, acerias,
fabricas que emplean electrodos de grafito, plantas de aluminio y fundidoras.
= Exposicién baja (< 0.1 mg/m®): Fundiciones, produccion de asfalto, plantas de
produccion de aluminio con electrodos precocidos, talleres de reparacion de

automoviles, minas de hierro y construcciéon de tuneles.

3.9 Usos de algunos HAPs

El naftaleno se utiliza en la sintesis de resinas y celuloides, como insecticida, fungicida
y antiséptico.

El antraceno se utiliza en la produccién de antraquinona, una importante materia prima
para la fabricacion de colorantes rapidos. Se emplea también en los conservadores de

madera y en la produccién de fibras sintéticas y plasticos.



El fenantreno se utiliza en la fabricacion de colorantes y explosivos, en la investigacion
clinica y la sintesis de farmacos.

El fluoranteno es un componente que se utiliza como material de revestimiento para
proteger el interior de las tuberias de agua potable de acero y hierro ddctil y los

tanques de almacenamiento (Budavari 2001).

3.10 Meétodos analiticos para la determinacion de HAPs

Los HAPs comunmente se encuentran presentes como mezclas de isémeros, por lo que
es necesario contar con métodos analiticos altamente sensibles y selectivos. La
determinacién de HAPs generalmente se lleva a cabo por técnicas cromatograficas
incluidas la Cromatografia de Gases / Espectrometria de Masas (CG/EM) y CLAR con
detector de UV o fluorimétrico. Dado que los diferentes HAPs poseen fluorescencia
nativa, los métodos por CLAR con deteccion fluorométrica brindan una elevada
sensibilidad, empleando pequefios volimenes de muestra (Jongeneelen 1997,
Baumard et al. 1997, Wu et al. 1997, Yeakub y Cole 2002, Kuusimaki et al. 2004).

El analisis de HAPs en muestras biolégicas es particularmente complicado debido a la
baja concentraciéon en la que se encuentran en este tipo de matrices (ng/g) y por otro
lado la gran cantidad de lipidos disueltos en el mismo solvente que los HAPs

representan la principal interferencia en el analisis (Yeakub y Cole 2002).

Los procedimientos analiticos recomendados para la determinacion de HAPs en
muestras ambientales son propuestos por diversas organizaciones entre ellas la
Agencia de Proteccion al Ambiente de los Estados Unidos (USEPA, por sus siglas en
inglés), en su método 550 describe la determinacién de HAPs en muestras de agua
potable por extraccion liquido-liquido (ELL) con CH,CIl, y separaciéon por CLAR con
deteccion acoplada de UV y fluorescencia. El método 525 describe la determinacion de
compuestos organicos en muestras de agua potable por extraccion en fase sélida (SPE,
por sus siglas en inglés) con C;g como adsorbente, CH,Cl, como eluyente y deteccion
por CG/EM (Hodgeson 1990, Schedl et al. 2001).

En la tabla 3.10.1 se presentan algunos ejemplos de la determinaciéon de HAPs en

diversas matrices reportados por distintos autores.



Tabla 3.10.1 Determinacion de HAPs en diversas matrices.

Muestra | Tratamient L. Tratamient LDM Recobr P .
/ o Extraccion o Analisis | Referencia
. . o adicional o (%)
Analitos previo
Aire Tubos Ultrasonicacio 0.007- Rossbach
n con ACN, CLAR-
adsorbentes elucion: 0.513 DAD et al.
_ - 3
16 HAPs XAD-2 ACN/CH,Cl, pg/m (2007)
HS-SPME
Agua fibra:
gua, poliacrilato 85 .
superficial m 0.08-0.20 Zuazagoitia
(20 mL) . e GC-FID etal.
extraccion: ug/L
60 min, 50°C (2007)
10 HAPs 9
desorcion: 2
min, 250°C
SPE
Cartucho
Supelclean SPE
Envi-18, Disco cartuch
Envi-18 DSK (;(;{I\S/IQS o
47 mm na/mL (43-79)
Agua acond: CH.ClI, 9
potable 5 mL/MeOH SPE/ELL CLAR-FLD- SPE GC/MS Diaz
(250 mL) 5mL/H,0 Reconstituir uv Disco CLAR- et al.
10 mL en ACN (56-96) FLD-UV (2007)
L 0.41-21
16 HAPs Elucion: na/mL
CH.Cl, 3 mL x g ELL
3 (60-
ELL 105)
CH,CI, 15 mL
X 3
Agitar 2 min
Secar y ELL
Mejillones tamizar Acetona/hexa 0.05-0.30 58-97 GC/MS/I Filiokowska
(19) hasta < no FS (silica 'y ug/g ™ T %t al
0.25 mm. 1:1, 3 mL x 3, Hexano) 0.10-0.70 36-92 CLAR- (2005')
16 HAPs | Homogeniza sonicar, pg/g ¢ ¢ DAD
r centrifugar
Salmon MSPD columna
(0.6-0.8 Mezclar con | Florisil 2 g/Cis Pensado
g) Cis2g/ 19 0.04-0.32 80-94 CLAR-FL et al.
Na,SO, 0.5 elucion: ACN (2005)
16 HAPs g 10 mL
PHWE-MMLLE-
GC,
Suelo extraccion:
(5 mg) Tamizar —~ 3(.)0 ¢, 30 Suelo: 18-
. min, 8 bar, Kousmanen
sediment 4mm, 1mL/min con 321 ng/g en
os homogeniza . Sedimento 92-119 GC/MS
(10 mg) I'v secar ciclohexano s: 0.33- et al.
9 Y p Membrana: Sa (2003)
por 3 dias . 3.19 ug/g
16 HAPS epoxido (25-
100°C, 30-60
min) con
tolueno
ELL LD
Pan H,O/ACET- Reconstituir 0.042-33
tostado CHCl, en ACN, ’ /K Nieva-Cano
(0.59) 4 mL, sonicar filtrar con Hg/g 70-86 CLAR-FL et al.
- LC
8 min, membrana 0.14-110 (2001)
16 HAPs centrifugar 15 de PTFE ’
ng/Kg

min,




PHWE-MMLLE-GC: Pressurised hot water extraction-Microporous membrane-liquid-liquid
extraction-Gas Chromatography

* Obtenidos por GC/MS/IT ** Obtenidos por HPLC-DAD

MSPD: Matrix Solid-Phase Dispersion HS-SPME: Head Space-Solid Phase Micro
Extraction



3.11 Técnicas de preparacion de muestras para la determinacion de HAPs.

La preparacion de muestra como paso previo para el analisis instrumental, es
importante teniendo como objetivos principales una limpieza y/o concentracion de la
muestra. La limpieza se requiere cuando la muestra contiene impurezas que interfieren
en la mediciéon del analito de interés. La concentraciéon del analito, se realiza cuando el
analito estd en un orden de concentracion (diluido) en la muestra que no puede ser
medido de manera directa. En los métodos de determinacion de HAPs se han utilizado
técnicas de preparacién de muestra como la extraccion liquido-liquido (ELL), extraccion
en fase sélida (SPE), extraccion con fluidos supercriticos (SFE), micro extracciéon en
fase sélida (SPME), dispersion de matriz en fase sélida (MSPD), etc. (tabla 3.10.1), sin
embargo la extraccion liquido-liquido (ELL) ha sido la técnica mas cominmente usada
durante muchos afios en los métodos de determinacion de HAPs. Actualmente la
extraccion en fase sdlida es la técnica de preparacion de muestra mas comunmente
utilizada para el analisis de HAPs, tanto en muestras biolégicas como en muestras
ambientales debido a su alta reproducibilidad y selectividad. A continuacion se

describen brevemente estas dos técnicas de preparacion de muestra.

3.11.1 Extraccion liquido-liquido

Se basa en la distribucidon de los componentes de una muestra entre dos fases liquidas
inmiscibles. En la forma clasica se emplea un embudo, el cual es agitado manualmente
permitiendo que los componentes de la mezcla se distribuyan en ambas fases. Esta
técnica proporciona excelentes resultados aunque es un proceso largo y costoso debido
a las grandes cantidades de muestra y disolventes que se emplean. Presenta el
inconveniente de que se co-extraen una gran cantidad de compuestos que interfieren
en el andlisis cromatografico, de aqui que sea de gran importancia las etapas

posteriores de limpieza y purificacion.

Actualmente se han desarrollado vertientes de la extraccion liquido-liquido como la
extraccion asistida por microondas, la cual se basa en la absorcion de energia de
microondas por la muestra produciendo un incremento en la temperatura y facilitando
la difusion de los compuestos de interés desde la matriz al disolvente. Por otro lado la
extraccion acelerada por disolventes es una técnica en la cual un disolvente a una
temperatura y presion establecidas pasa a través de una columna de material sélido

seco consiguiendo asi que la cantidad de disolvente necesaria para la extraccion sea



menor. Estas Ultimas técnicas han sido empleadas en algunos métodos de
determinacion de HAPs en matrices acuosas, sin embargo para matrices bioldgicas, son
pocas las referencias citadas (Filipkowska et al. 2005, Nieva-Cano et al. 2001, Yeakub
y Cole 2002, Hodgeson 1990).

3.11.2 Extracciéon en fase soélida

La extraccion en fase soélida consiste en una extraccion de tipo liquido-sélido a través
de una columna o cartucho. El cartucho (Fig. 3.11.2.1) que contiene a la fase soélida
tiene normalmente forma de jeringa y el material que lo forma puede ser de vidrio o
de polipropileno y contiene, entre dos filtros de polietileno, al adsorbente (fase sdlida)
empacado en cantidades que varian entre los 100 y los 1000mg; los adsorbentes mas
utilizados son alumina, florisil o silica unida a octadecil (C4g), octil (Cg), ciclohexil o
fenil, con capacidades de volumen entre 1 a 6mL. Las fases sélidas deben tener un
tamafio de particula adecuado de manera que su area superficial sea Ilo

suficientemente grande para interaccionar y atrapar los analitos de interés.

En la extracciéon en fase sélida se tienen mecanismos de adsorcion-desorcion de los
analitos en la superficie del material activo de las columnas. La retencion y la elucion
obedece a las distintas interacciones intermoleculares entre el analito y los grupos
funcionales del adsorbente, las fuerzas que intervienen en estos mecanismos pueden
ser ionicas, puentes de hidrégeno, dipolo-dipolo, Van der Waals, etc., existiendo un

equilibrio entre la concentracion del analito en la fase estacionaria y la fase mavil.

En la figura 3.11.2.1 se esquematiza el proceso de extraccion en fase sdlida por etapas
(Sigma-Aldrich Co. 1998).

Basandose en estudios previos de determinacion de metabolitos de HAPs en muestras
de orina, los cuales se presentan en forma resumida en la tabla 3.11.2.2, en este
trabajo se aplicd la técnica de extraccion en fase sdlida en la preparacion de las

muestras de orina.



Tabla 3.11.2.2. Técnicas de preparacion de muestra para la determinacion de
metabolitos de HAPs en orina.

Muestr Recobr
a/ Tratamiento L. Tratamiento Analisi | Referen
. . Extraccion s LDM o) X
Analito previo adicional S cia
< (%)
Orina
humana
(2.7mL)
Metaboli Hidrdlisis enzimatica Pentano/AcE .
B- N Adicion de LCM
tos de . t, 90:10 P Jacob
glucuronidasa/sulfat acido (0.01- LC/MS/
naftalen 4 mL, - 72-83 et al.
asa, . L galico/MeCOH, 0.5 MS
o, . L ° centrifugacié - L, (2007)
incubacion a 37°C centrifugacion ng/mL)
fluoreno n
por 17 h
fenantre
noy
pireno
SPE
Cartucho
Adicién de EI de 12 Fgﬁgf‘ dc_“‘ gg'gg;:;
Orina OH-HAPs de C*® | - -
S : . MeOH reconstituir
humana | hidrélisis enzimatica
(3 mL) B 1mL/H,0 1 con tolueno. Romanof
. . mL, lavado: Adicion de GC/HR f
glucuronidasa/arilsu pg/mL 63-93
H,O 1mL, benzo[b]fluora MS et al.
24 OH- Ifatasa, 13
. -, ° buffer nteno C™. (2006)
HAPs de incubaciéon a 37°C . L
9 HAPs por 17 h acetato de Derivacién con
sodio/MeOH MSTFA a 60°C
3mL, por 30 min.
elucion:
CH,Cl, 3mL
SPE
Orina Cartucho_Clg 1-OH-P
humana Inmovilizacién de acond: 1) Maisonn
(10 mL) . MeOH 3-BP-G i
anticuerpos, 3-BP-G: CLAR- ette et
o 3mL/H,0 4 (1.2
procedimiento de . (82) FL al.
1-OHP inmunoextraccion mL, lavado: ng/L) 1-P-G: (2006)
3-OH- ACN 0.5 mL, (61)-
BP elucion: ACN
3 mL
SPE
cortucng ©
humana | Hidrdlisis enzimatica MeOH- 1-OHP
(11 mL) B- 5mL/H,0 10 (71.4) CLAR- Wegener
glucuronidasa/sulfat mL. lavado: 1-OHP- FL et al.
1-OHP asa, H O 10 mL- G (2006)
1-OHP- incubacién a 37°C S (89.5)
G elucion:
MeOH
10 mL
Adicion de
. ELL dodecano.
Orina . o
Automatizad Reconstituir Todos
humana S S
2 mL) Hidrélisis enzimatica a con con tolueno. entre Zhend Li
B-glucuronidasa, pentano 5mL Adicién de <7 66-72, GC/HR ot agi
incubacion a 37°C X 3 13C1,-3-MeO- pg/mL excepto MS iy
24-0OH- . L. (2006)
por 18 h Centrifugacio CB79. 1-naftol
HAPs de . -
9 HAPS n Derivaciéon con (46)
2800 rpm MSTFA a 60°C
por 30min.
Orina Hidrdlisis enzimatica SPE 0.1-5 LC/MS/ Xu
humana B- Cartucho 7mL 70-80 MS et al.
(10 mL) | glucuronidasa/arilsu Sep-Pak Cjs P9 (2004)




Ifatasa, Acond:
1-, 2- incubaciéon a 37°C MeOH
naftol 5mL/H,0 10
2-OHFlu mL, lavado:
3-, 9- H,O
OHFen 3 mL/MeOH
1-OHP 3mL
3-, 9- Elucién:
OHFIn MeOH 10 mL
1-
OHBaA
3-0OH-
BP
2-
OHBFen
3-, 6-
OHChr
SPE LCM
Orina Cartucho 2-naftol
humana Hidrélisis enzimatica Bond Elut (6.9 2-naftol
(10mL) B- Cis mol/L) (84)
lucuronidasa/arilsu Acond: 1-OHP 1-OHP Kuusimé
1-onp | 9 i MeOH (0.7 (57) CLAR- ki
2-naftol incubacion a,37°C 10mL/H,0 mol/L) 1-, 2-, FL et al.
1-, 2-, or 17 h 10 mL, 1-, 2-, 3-, 4-, (2004)
3-, 4-, P lavado: H,O 3-, 4-, 9-Fen
9- 10 mL, 9-Fen (61-85)
OHFen elucion: (0.7-0.8
MeOH 9 mL nmol/L)
SPE 1-OHP
. Cartucho .1
Orina Hidrélisis enzimatica Bond Elut na/L) 1-OHP
de rata X 1-naftol (55.2)
B- Cis Acond:
(ImL) . . (2 ng/L) | naftoles
glucuronidasa/arilsu MeOH Elovaara
2-naftol | (58-82) CLAR-
1-OHP Ifatasa, 10mL/H,0 0.3 fenantr FL et al.
incubaciéon a 37°C 10 mL, , (2003)
naftoles X ng/L) oles
por 17 h lavado: H,O
fenantro fenantr | (52-75)
10 mL,
les elucion: oles
. (0.2
MeOH 9 mL
ug/L)
Cartucho de
inmunoextra SPE
Orina ccion Cartucho
humana | oo 1gG/TMOS Lichrolut 1-OHP | 1-OHP
(10mL) Hidrdlisis enzimatica Acond: RP18e (1 ng/L) (95)
B- ACN/H,0 Acond: MeOH
lucuronidasa/sulfat 3mL 6 mL/ 1-, 2-, 1-, 2-,
1-oHp | 9 : 3-,4-, | 3-,4-, | CLAR-
asa, acetato de H,O 6 mL Schedl
1-, 2-, . L ° . X 9-Fen 9-Fen DAD-FL
incubacion a 37°C sodio 0.05 M Lavado: et al.
3-, 4-, X . L, (2-3 (84- GC/HR
por 16 h, Lavado: disolucion de (2001)
9- . L ng/L) 101) MS
centrifugaciéon por acetato de ascorbato
OHFen A . o 3-OH- 3-OH-
3-OH- 10 min sodio 0.1 Elucion: BP BP
BP M/H,O 6 mL | acetona/CH,CI, (1 ng/L) (62)
y acido urico 3mL 9
Elucion: reconstituir en
ACN/H,0 MeOH/H,0 6:4
3 mL

MSTFA: N-metil-N-(trimetilsilil)trifluoroacetamida
1-OHP: 1-hidroxipireno
glucuroénido

3-OH-BP: 3-hidroxibenzo(a)pireno
hidroxifluoreno
3-BP-G: 3-benzo(a)pireno-glucurénido

TMOS: Tetrametoxisilano
1-OHP-G: 1-hidroxipireno-

2-OH-Flu: 2-

1gG: Inmunoglobulina




2-OHFen: 2-hidroxifenantreno 1-OHBaA: 1-
hidroxibenzo(a)pireno

1-P-G: 1-pireno-glucurénido 2-OHBFen: 2-
hidroxibenzo[c]fenantreno
3-OHFIn: 3-hidroxifluoranteno 3-OHChr: 3-hidroxicriseno

13C,,-3-MeO-CB79: 3-hidroxi-3,37,4,5  -tetraclorobifenilo
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Figura 3.11.2.1. Etapas de la extraccién en fase sélida.




CAPITULO 4
DESARROLLO EXPERIMENTAL

El trabajo experimental de esta tesis consta de las siguientes etapas:

e Optimizacion de las condiciones instrumentales para la separacidon por
CLAR-UV-FL de 16 HAPs y 5 metabolitos monohidroxilados.

e Evaluaciobn de parametros cromatograficos: factor de capacidad (k7),
eficiencia (evaluada como altura equivalente a un plato teérico (H)),
resolucion (Rs) y selectividad (o).

e Optimizacion de las condiciones de extraccion en fase sdlida para la
recuperacion de los metabolitos en muestras de orina.

e Evaluacion de pardmetros de validacion: linealidad, especificidad, precision,
limite de deteccidn y limite de cuantificacion del instrumento y del método.

e Evaluacién de interferencias de HAPs en la determinaciéon de hidroxi-HAPSs.

4.1 Instrumentacion

Cromatdgrafo de liquidos modular marca Hewlett Packard serie 1100. Este
equipo consta de los siguientes mddulos:

e Degasificador de vacio.

e Bomba de gradiente de cuatro canales.

e Inyector automatico.

e Compartimiento termostatizado para columnas.

e Detector de arreglo de diodos con celda de micro flujo de 1.7 ulL.

o Detector de fluorescencia con celda de flujo de 8 pL.
4.2 Equipo y Material

¢ Balanza analitica electronica marca OHAUS con precision de 0.1 mg.
e Micropipeta Wheaton Socorex de 5 a 50 puL

e Micropipeta Gilson de 50 a 200 pL.

e Micropipeta Labsystems de 200 a 1000 pL.

e Micropipeta Labsystems de 1 a5 mL

e Pipeta volumétrica de 10 mL.

e Matraces volumétricos de 10 mL clase A.

e Matraces volumeétricos de 5 mL clase A.



e Matraces volumétricos de 1 mL clase A.

e Viales de vidrio con tapa de PTFE de capacidad de 2 mL, Agilent.

¢ Filtros Millipore tipo HA de 0.45 um, 47 mm.

e Frascos de polietileno

e Columna cromatogréfica: Atlantis™ dC18, 2.1 x 50 mm, 3um, Waters.

e Cartuchos para extraccion en fase sélida Bakerbond, octadecilsilano (Cig)
40 um, 60 A, 500 mg, J.T. Baker.

e Columna cromatografica monolitica: Chromolith Performance RP-18e 4.6
X 100 mm, Merck.

e Columna cromatogréafica Whatman Partisil 50DS, 4.6 x 250 mm, 5 um.

e Guarda columna C;g (ODS, octadecil) 3.0 x 4.0 mm, Phenomenex.

¢ Sistema de vacio multiple con control de presién, J.T. Baker.
4.3 Reactivos y muestras

Los reactivos utilizados para la preparacion de las disoluciones se muestran en la tabla
4.3.1.

Tabla 4.3.1 Reactivos utilizados para la preparaciéon de disoluciones.

Compuesto Pureza Compaiiia Lote
Acenafteno 99% Aldrich Chemical Company Inc. 11016DX
Acenaftileno 75% Aldrich Chemical Company Inc. 00723Dz
Antraceno 97% Aldrich Chemical Company Inc. 17607BZ
Benz(e)acefenantrileno 99% Aldrich Chemical Company Inc. 01323Jz7
1,2-benzantraceno 95% Sigma Chemical Co. 61H3544

Benzo(k)fluoranteno 99% Chem Service 30-53
Benzo(a)pireno 98% Aldrich Chemical Company Inc. 05716Dz
Bifenilo 99% Aldrich Chemical Company Inc. 01721Kz
Criseno 98% Aldrich Chemical Company Inc. 012213
1,2:5,6-dibenzantraceno 97% Aldrich Chemical Company Inc. 08121CY
Fenantreno 98% Aldrich Chemical Company Inc. 01128EZ
Fluoranteno 98% Aldrich Chemical Company Inc. 08818JY
Fluoreno 98% Aldrich Chemical Company Inc. 02921Dz
Indeno 90% Aldrich Chemical Company Inc. 06422AZ
Naftaleno 99% Aldrich Chemical Company 05902Cz
Pireno 99% Aldrich Chemical Company Inc. 05230DX




1-acenaftenol 99% Aldrich Chemical Company Inc. 02316KE
9-fenantrol Grado técnico Aldrich Chemical Company Inc. 05107BE
a-naftol Grado técnico J.T.Baker 11542
B-naftol Grado técnico J.T. Baker NR
1-hidroxipireno 98% Aldrich Chemical Company Inc. 05818KD
Nitrato de potasio 99% Productos Quimicos Monterrey 081054
Sulfato de sodio Q.P. REPROQUIFIN 9662-R

NR: No reportado en la etiqueta

El metanol y acetonitrilo utilizado para la preparacién de las disoluciones y fase movil

fue grado cromatografico marca J.T. Baker - Mallinckrodt, lotes: V20C02, V44C14,
X41C21, H488KPCJ; U01C58

El agua utilizada para la fase movil fue purificada y desionizada mediante un sistema

Ultrapure water system, Barnstead / Thermolyne.

Tabla 4.3.2 Descripcion de las muestras de orina estudiadas.

Concentracién Volumen de
Concentracién en
Muestra | Descripcion | aproximada del estandar estandar
. o o la muestra
de fortificacion adicionado
Mujer,
M1 10 mg/L 835 uL 0.835 mg/L
34 afos
Hombre,
M2 10 mg/L 835 uL 0.835 mg/L
23 afos
Hombre,
M3 10 mg/L 835 uL 0.835 mg/L
24 anos

1 El estandar de fortificacion consiste de una mezcla de g-naftol 10 mg/L, 1-acenaftenol 10 mg/L,

a-naftol 9.6 mg/L, 9-fenantrol 9.6 mg/L y 1-hidroxipireno 11.2 mg/L en orina.

4.4 Preparaciéon de disoluciones

Disolucién madre de HAPs (aproximadamente 50 mg/L).

Se pes6 aproximadamente y con precision 5 mg de cada uno de los 16 HAPs enlistados
en la tabla 4.3.1. La mezcla obtenida se disolvié en metanol y se llevé al aforo a un

volumen de 100 mL.




Disoluciones estandar de HAPs.

A partir de la disolucion madre de HAPs se prepararon disoluciones estandar de 40, 30,

20, 10, 8, 6, 4, 2, 1 y 0.5 mg/L, aproximadamente.

Disolucién madre de hidroxi-HAPs | (aproximadamente 500 mg/L).

Se pesd aproximadamente y con precision 5 mg de cada uno de los 5 hidroxi-HAPs
enlistados en la tabla 4.3.1. La mezcla obtenida se disolvié en acetonitrilo y se llevé al

aforo a un volumen de 10 mL.

Disoluciones estandar |1 de hidroxi-HAPs.

A partir de la disolucion madre de hidroxi-HAPs se prepararon disoluciones estandar de

de 100, 80, 60, 40, 20, 10, 8, 6, 4, 2 y 1 mg/L, aproximadamente.

Disoluciones estandar Il de hidroxi-HAPs.

A partir de las disoluciones estandar | de hidroxi-HAPs se prepararon disoluciones de

0.8, 0.6, 0.4, 0.2, y 0.1 mg/L, aproximadamente.

Disoluciones estandar Il de hidroxi-HAPSs.

A partir de las disoluciones estandar Il de hidroxi-HAPs se prepararon disoluciones de
0.08, 0.06, 0.04, 0.02, y 0.01 mg/L, aproximadamente.

Disolucién estandar 1V de hidroxi-HAPSs.

A partir de la disolucion estandar de 2 mg/L se prepard una disolucién de 0.05 mg/L

aproximadamente.

Disolucién estandar V de hidroxi-HAPs.

A partir de la disolucion estandar de 8 mg/L se prepard una disolucion de 0.08 mg/L
aproximadamente.

Disolucién madre de hidroxi-HAPs 1l (aproximadamente 50 mg/L).

A partir de disoluciones individuales de cada uno de los hidroxi-HAP se preparé una

disolucion de 50 mg/L aproximadamente.

Disolucién madre de hidroxi-HAPs en orina (aproximadamente 10 mg/L).

A partir de la disolucién madre de hidroxi-HAPs Il se prepar6é una disoluciéon en orina

de 10 mg/L aproximadamente.



Disoluciones estandar de hidroxi-HAPs en orina.

De la disolucién madre de hidroxi-HAPs en orina se prepararon disoluciones en orina de

1, 0.82, 0.7, 0.45, 0.28, 0.2 y 0.1 mg/L, aproximadamente.

NOTA: Las concentraciones reales de cada compuesto se pueden consultar en el
apéndice 3, tablas A3-1, A3-2 y A3-3.

4.5 Preparacion de muestra

4.5.1 Toma de muestra

Las muestras de orina fueron obtenidas de personas voluntarias no expuestas
laboralmente a HAPs entre las que se encuentran hombres y mujeres de 23 a 50 afios
de edad. Las muestras se recolectaron en frascos de polietileno. Posteriormente se
filtraron a través de un filtro de 0.45um de tamafo de poro.

Del filtrado se tomaron alicuotas de 10 mL y se fortificaron con las cantidades descritas

en la tabla 4.3.2, para posteriormente someterlas a extracciéon en fase sélida.

4.5.2 Tratamiento por extraccion en fase sélida

La extraccién, concentracion y limpieza de las muestras de orina se llevé a cabo por la
técnica de extraccion en fase sdlida con cartuchos de octadecilsilano (C;g) 40 um, 60 A,
500 mg utilizando un sistema de vacio multiple con control de presion.

Los cartuchos se acondicionaron con 5 mL de metanol y 10 mL de agua, manteniendo
un goteo de 30 gotas por minuto; sin cerrar el vacio pero procurando no dejar secar el
cartucho se adicion6 la muestra, posteriormente se hizo un lavado con 10 mL de una
mezcla agua/acetonitrilo 90:10 y se dej6 abierto el vacio durante 5 minutos para secar
el cartucho.

Se eluy6 con 5 mL de acetonitrilo descartando las primeras gotas. Nuevamente se dej6
abierto el vacio durante 5 minutos para secar el cartucho.

El extracto se pasd a través de un embudo de vidrio conteniendo sulfato de sodio
anhidro. Se evapor6é el disolvente con corriente de nitrégeno hasta un volumen

aproximado de 0.5 mL.



El residuo se transfiri6 a un matraz volumétrico de 1 mL y se llevé al aforo con
acetonitrilo. Finalmente se transfirid a un vial de vidrio para su inyeccion en el equipo
de CLAR-UV-FL.

En la figura 4.5.2.1 se resume el procedimiento de extraccion en fase sélida de las

muestras de orina.

Bakerbond

— octadecilsilano
Acondicionar el cartucho de SPE con 5
mL de metanol y 10 mL de agua (C1g) 40 um, 60 A,

l 500 mg.

Adicionar 10 ml de muestra

A 4

Lavar el cartucho con 10 mL de
agua/acetonitrilo 90:10

\ 4

Eluir los analitos con 5 mL de
acetonitrilo

Dejar secar el cartucho

A 4

Secar el extracto con Na,SO,
anhidro Inyectar 2 uL en CLAR
\4 T
Eliminar el disolvente con Aforar el residuo a 1 mL con
corriente de N acetonitrilo

Figura 4.5.2.1 Tratamiento por extraccion en fase sélida de las muestras de orina

fortificadas con hidroxi-HAPs.

4.6 Optimizacién de las condiciones instrumentales para la separaciéon por
CLAR de 16 HAPs y 5 metabolitos hidroxilados.

Primeramente se inyectaron en el equipo de CLAR disoluciones individuales de cada
uno de los 16 HAPs descritos en la tabla 4.3.1 para determinar el tiempo de retencion

y obtener los espectros de UV de cada compuesto.



Con los valores de longitud de onda de maxima absorcién obtenidos de los espectros
de UV (apéndice 1) de cada compuesto se eligieron 4 longitudes de onda comunes a
todos: 230, 254, 260 y 275 nm y se realizé una inyeccion de una disolucion estandar
de 50 mg/L a esas longitudes de onda. De los resultados obtenidos se eligié aquella a

la cual se obtiene la mejor respuesta de todos los compuestos.

Para optimizar el programa de longitudes de onda de emision del detector de
fluorescencia se realizé una inyeccién de una disolucién estandar de 10 mg/L a cuatro
longitudes de onda de emision distintas: 350, 420, 440 y 500 nm, manteniendo la

longitud de onda de excitacion fija en 260 nm.

Posteriormente se realizé la optimizacion del gradiente de elucién, variando la
proporciéon de disolvente organico en la fase moévil y evaluando los parametros
cromatograficos resolucion (R;) y factor de capacidad (k™) en cada inyeccién hasta

obtener resultados adecuados, asi como, un tiempo de andlisis lo mas corto posible.

Con las condiciones instrumentales 6ptimas se inyectd una disolucién de 20 mg/L de
los 5 hidroxi-HAPs descritos en la tabla 4.3.1 y no se obtuvo una buena separacion,
por lo tanto se optimizé la separacién en una columna de mayor longitud y se cambié
de disolvente organico a acetonitrilo, variando la proporcion de éste hasta obtener

resultados de resolucion (Rs), factor de capacidad (k™) y tiempo de analisis aceptables.

La optimizacion de la longitud de onda de excitacidon y emision se realiz6 inyectando
varias veces una disolucion estandar de 100 mg/L a 6 longitudes de onda de excitacion
diferentes y en un intervalo de 280 nm a 500 nm de longitud de onda de emision hasta

obtener la mejor respuesta de los compuestos.

4.7 Evaluacidon de parametros cromatograficos

Se realizaron célculos de factor de capacidad (k™), eficiencia (H), resolucion (Ry) y
selectividad (o) en cada inyeccion, por medio del Software HP Chemstation for LC

revisiéon A.06.03, Hewlett Packard (1990-1998).

Este software calcula estos pardmetros de acuerdo a las siguientes ecuaciones:



Factor de capacidad

tr—t,
t0

k'=

Donde tr es el tiempo de retencion del compuesto y ty es el tiempo muerto.

Eficiencia
2
N =5.54 V\t/r
%
H=b
N

Donde W ., es el ancho de pico a la mitad de la altura, L es la longitud de la columna y

H es la altura equivalente a un plato tedérico.

Resolucién
Rs =1.177 Wtrz_\t/\r/l
+
Ba o b
Selectividad
K
a=_-°"
k A

(Manual de referencia “Understanding your Chemstation”, Hewlett Packard 42 edicion,
1998, USA).

4.8 Optimizacidon de las condiciones de extraccion en fase soélida para la

recuperacion de los metabolitos en muestras de orina.

Se probaron distintos disolventes de acondicionamiento, lavado y elucién de los
cartuchos de extraccion en fase sélida, evaluando en cada extracciéon el % de recobro
de analitos. Se escogieron 4 disolventes de polaridad intermedia, considerando una

escala en donde el disolvente de méxima polaridad es el agua (indice de polaridad =



9.0) y el de menos polaridad el hexano (indice de polaridad = 0), las variaciones que

se hicieron en las condiciones de extraccion se indican en la tabla 4.8.1.

Tabla 4.8.1. Variacién de condiciones en la técnica de SPE.

Condiciones 1 Condiciones 2 Condiciones 3

Acondicionamiento . i
acetonitrilo acetonitrilo metanol/agua
del cartucho

agua/acetonitrilo agua/acetonitrilo agua/acetonitrilo

Lavado del cartucho (90:10) (90:10) (90:10)
cloruro de
Elucién acetonitrilo metileno/acetato de acetonitrilo
etilo (50:50)

Las mejores condiciones de extraccion en fase sdlida se eligieron de acuerdo a la
mayor recuperacion de metabolitos obtenida. El % de recobro se evalué de acuerdo a
la siguiente ecuacioén:

A-b

( j/f
%R =~/ *100
c/t

En donde A es el area del pico cromatografico, b es la ordenada al origen de la curva
de calibracion, m es la pendiente de la curva de calibracion, f es el factor de dilucion y

C es la concentracion del estandar con el que fue fortificada la muestra de orina.

4.9 Evaluacion de parametros de validacion

4.9.1 Linealidad.

La linealidad del instrumento se evalud inyectando por triplicado 11 disoluciones de
HAPs en el intervalo de concentracion de 50 - 0.5 mg/L, en las condiciones
instrumentales descritas en la seccion 5.1.

También se realizaron inyecciones por triplicado de 15 disoluciones estandar de
hidroxi-HAPs en el intervalo de concentraciéon de 100 - 0.1 mg/L con las condiciones

instrumentales descritas en la seccion 5.1.

Adicionalmente se realizaron inyecciones por triplicado de 5 disoluciones estandar de
hidroxi-HAPs en el intervalo de concentracion de 0.1 — 0.01 mg/L con las mismas

condiciones instrumentales.




Con los datos obtenidos, se construyeron las graficas correspondientes a las curvas de
calibracion para cada compuesto, siendo el eje de las abscisas los valores de
concentracion y el eje de las ordenadas los valores de area de pico obtenidos.

Se realizaron los ajustes por minimos cuadrados de las rectas obtenidas con el
software Origin® 6.1 (1991-2000) Origin Lab Corporation.

Para evaluar la linealidad del método se inyectaron por triplicado 5 disoluciones
estandar de hidroxi-HAPs en orina en el intervalo de concentracién de 1 - 0.1 mg/L, las
cuales fueron sometidas al proceso de extraccion en fase sélida descrito en la seccién
4.5.2.

De igual forma se construyeron las graficas correspondientes a las curvas de
calibracién para cada compuesto y se obtuvo el ajuste por minimos cuadrados con el
software Origin® 6.1 (1991-2000) Origin Lab Corporation.

4.9.2 Especificidad

La especificidad del método se evalu6é de acuerdo a la pureza de pico cromatografico
por medio del Software HP Chemstation for LC revision A.06.03 Hewlett Packard
(1990-1998) *, inyectando una muestra de orina fortificada con una mezcla de B-naftol
(96 mg/L), 1l-acenaftenol (100 mg/L), a-naftol (80 mg/L), 9-fenantrol (80 mg/L) y 1-
hidroxipireno (120 mg/L) en el equipo de CLAR-UV-FL. La muestra de orina utilizada
para este estudio fue sometida al proceso de extraccién en fase sélida descrito en la

seccion 4.5.2.

1 Este software determina un factor de pureza mediante la comparacion de 5 espectros
registrados durante la elucién del pico cromatogréafico; cuatro espectros en los puntos
de inflexion y un espectro en el punto maximo del pico. Si los espectros no son
idénticos, entonces el pico contiene una impureza espectral. Esta impureza espectral
puede deberse a que los picos no estan completamente separados en la base o bien
por ruido de fondo. El factor de pureza del pico es entonces una medida de la similitud
en la forma del espectro.

La comparacion de los espectros se hace por medio del factor “match” o de

coincidencia que se define como:
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En donde los valores de X y Yy son las medidas de absorbancia del primer y segundo

factor =

espectro respectivamente, a la misma longitud de onda; n es el nimero de datos y 2
es la suma de los datos. Si el factor de coincidencia es igual a O indica que no hay
ninguna similitud en los espectros, si el factor es igual a 1000 indica que los espectros
son idénticos. Generalmente a valores por encima de 990 indica que el espectro es
similar; valores entre 900 y 990 indica alguna similitud. Los valores por debajo de 900
indican que el espectro es diferente.

El factor de coincidencia se puede ver influenciado por el nivel de ruido o por cambios
espectrales debidos al disolvente (Manual de referencia “Understanding your Spectra
Module”, Hewlett Packard 42 edicion, 1998, USA).

4.9.3 Precision

Para evaluar la precision del instrumento se realizaron 10 inyecciones de la disolucion
estandar 1V de hidroxi-HAPs de 0.05 mg/L y 10 inyecciones de la disolucién estandar V
de hidroxi-HAPs de 0.08 mg/L, estas concentraciones representan los puntos medio y
20% abajo de la mayor concentracién de la curva de calibracién, respectivamente,

considerando un intervalo lineal de trabajo de 0.01 — 0.1 mg/L.

La precision del método se evalud inyectando 5 veces las disoluciones estandar de
hidroxi-HAPs en orina de 0.28 mg/L y 0.82 mg/L, las cuales representan los puntos
superior e inferior £ 20% de la curva de calibracién, considerando un intervalo lineal de
trabajo de 0.1 — 1.0 mg/L.

El andlisis de los datos se realiz6 empleando las siguientes ecuaciones (Miller y Miller
2002):

Media aritmética
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Desviacién estandar

Coeficiente de variacion

CV ==*100
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X

4.9.4 Limites de deteccidén y cuantificacion

Los limites de deteccidon y cuantificaciéon instrumentales de los 16 HAPs se
determinaron a partir de una curva de calibracion de 7 niveles en un intervalo de
concentraciéon de 10 — 0.5 mg/L, cada disolucién se inyecté por triplicado en las
condiciones descritas en la seccién 5.1, obteniéndose un total de 21 datos que se
emplearon para el célculo de limite de deteccion y cuantificacion de acuerdo a lo

descrito en el apéndice 4A.

Los limites de deteccion y cuantificacion instrumentales de los 5 Hidroxi-HAPs se
determinaron a partir de una curva de calibracibn de 5 niveles en un intervalo de
concentracion de 0.1 - 0.01 mg/L, cada disoluciéon se inyecté por triplicado en las
condiciones descritas en la seccion 5.1, obteniéndose un total de 15 datos que se
emplearon para el célculo de limite de deteccion y cuantificacion de acuerdo a lo

descrito en el apéndice 4A.

Para el estudio de limite de deteccion y cuantificacion del método se inyectaron en las
condiciones oOptimas de separacion de hidroxi-HAPs (seccién 5.1) 10 réplicas de una
muestra de orina fortificada con 100 puL de una disolucion que contiene B-naftol 10
mg/L, 1l-acenaftenol 10 mg/L, a-naftol 9.6 mg/L, 9-fenantrol 9.6 mg/L y 1-
hidroxipireno 11.2 mg/L , la muestra de orina fue sometida al proceso de extraccion en

fase soélida descrito en la secciéon 4.5.2.

La concentraciébn para este estudio fue de 0.1 mg/L aproximadamente, esta

concentracion representa el limite inferior de la curva de calibracién de método.



Los limites de deteccidon y cuantificacion se calcularon en base a la desviacion estandar
de la respuesta y la pendiente de la curva de calibracion de método de cada
compuesto. Las ecuaciones aplicadas para el calculo de limite de deteccion de método

y limite de cuantificacion de método son las siguientes:

LDM _%
m
LCM :@
m

En donde s es la desviacion estandar de N réplicas medidas y m es la pendiente de la

curva de calibracion.

4.10 Evaluacion de interferencias de HAPs en la determinacion de hidroxi-

HAPs.

Se preparé una mezcla de HAPs e hidroxi-HAPs de una concentracién de 20 mg/L,
partiendo de las disoluciones madre de cada grupo de compuestos (seccion 4.4). La
mezcla se inyectdé en las condiciones 6ptimas de separacion de hidroxi-HAPs (seccion

5.1).



CAPITULO 5
RESULTADOS

51 Optimizacion de las condiciones instrumentales

Las condiciones instrumentales con las cuales se logré la mejor separacion de los HAPs

son las siguientes:

Volumen de inyeccion: 3
Fase movil: A: Agua
B: Metanol

Gradiente de elucion:

Tiempo (min) | O | 13| 23 | 25 | 27
% B 60 [ 60 | 100 | 60 | 60

Flujo: 0.5 ml/min

Columna: Atlantis™ dC18, 2.1 x 50 mm, 3 um
Temperatura de la columna: 20°C

Detector UV: A = 260 nm, A = 360 Nnm

Programa de longitudes de onda del detector de fluorescencia:

] . Longitud de onda | Longitud de onda
Tiempo (min)
de excitacion (nm) | de emision (nm)

0.0 260 350
6.93 260 440
19.50 260 500
21.30 260 420

En las figuras 5.1.1 y 5.1.2 se presentan los cromatogramas obtenidos de la inyeccion
de una mezcla estandar de 16 HAPs de 1 mg/L y 10 mg/L, respectivamente, con las

condiciones instrumentales éptimas.

Cabe mencionar que los compuestos benzo[k]fluoranteno y benzo[a]pireno coeluyen

en una misma sefial en un tiempo de retencion de 20.5 min.

El compuesto acenaftileno no presenta la propiedad de fluorescencia por lo que no se

obtiene sefial para este compuesto en el cromatograma CLAR-FL.
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Figura 5.1.1. Cromatogramas de la inyeccion de una mezcla estandar de 16 HAPs por CLAR-UV
(a) y CLAR-FL (b). Concentracién aproximada 1 mg/L. Compuestos: (1) indeno, (2) naftaleno,
(3)acenaftileno, (4)bifenilo, (5) acenafteno, (6) fluoreno, (7) fenantreno, (8) antraceno, (9)
fluoranteno, (10) pireno, (11) criseno, (12) 1,2-benzantraceno, (13) benz[e]acefenantrileno,

(14) benzo[Kk]fluoranteno y benzo[a]pireno, (15) 1,2:5,6-dibenzantraceno.
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Figura 5.1.2. Cromatogramas de la inyeccion de una mezcla estandar de 16 HAPs por CLAR-UV
(a) y CLAR-FL (b). Concentracién aproximada 10 mg/L. Compuestos: (1) indeno, (2) naftaleno,
(3)acenaftileno, (4)bifenilo, (5) acenafteno, (6) fluoreno, (7) fenantreno, (8) antraceno, (9)
fluoranteno, (10) pireno, (11) criseno, (12) 1,2-benzantraceno, (13) enz[e]acefenantrileno, (14)

benzo[k]fluoranteno y benzo[a]pireno, (15) 1,2:5,6-dibenzantraceno.



Los compuestos benzo[k]fluoranteno y benzo[a]pireno que coeluyen en la columna
Atlantis™ dC18, 2.1 x 50 mm, 3 um se lograron separar en una columna de
dimensiones mayores (Whatman Partisil 50DS, 4.6 x 250 mm, 5 pum) como puede
observarse en el cromatograma de la figura 5.1.3, sin embargo, el tiempo de analisis
es mas del doble y por otro lado hay coelucion de los compuestos acenafteno y
fluoreno en la sefial de 13.19 min ademas de una pérdida de resoluciéon entre los picos
de 28.52 y 29.46 min correspondientes a los compuestos criseno y 1,2-

dibenzantraceno.
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Figura 5.1.3. Cromatograma de la inyeccion de una mezcla estandar de 16 HAPs por
CLAR-UV utilizando una columna Whatman Partisil 50DS, 4.6 x 250 mm,

5 um. Concentracion aproximada 8 mg/L. Compuestos: (1) indeno, (2) naftaleno,
(3)acenaftileno, (4)bifenilo, (5) acenafteno y fluoreno, (6) fenantreno, (7) antraceno,
(8) fluoranteno, (9) pireno, (10) criseno, (11) 1,2-benzantraceno, (12)
benz[e]acefenantrileno, (13) benzo[k]fluoranteno (14) benzo[a]pireno,

(15) 1,2:5,6-dibenzantraceno.

De la inyeccion de la disolucion madre de 16 HAPs a distintas longitudes de onda de
absorcion se obtuvieron los cromatogramas de la figura 5.1.4, en los que se observa
que a una longitud de onda de 230 nm se tiene una buena respuesta para todos los

compuestos.



A una longitud de onda de 275 nm los compuestos acenaftileno (pico No. 3) y
antraceno (pico No. 8) presentan sefial negativa, por otro lado los compuestos indeno

(pico No. 1) y acenafteno (pico No. 5) tienen una respuesta muy baja.

A una longitud de onda de 254 nm el compuesto acenaftileno (pico No. 3) presenta
sefial negativa y no hay respuesta del compuesto acenafteno (pico No. 5), también
puede observarse que hay pérdida de respuesta del tltimo pico en comparaciéon con las

demas longitudes de onda estudiadas.

A una longitud de onda de 260 nm se obtiene la mejor respuesta de los compuestos

estudiados.
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Figura 5.1.4. Cromatogramas obtenidos de la inyeccién de una mezcla estandar de 16
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HAPs por CLAR-UV a distintas longitudes de onda. Concentracion 50 mg/L.

En la figura 5.1.5 se presentan los cromatogramas obtenidos de la inyeccion de una
disoluciéon estandar de 16 HAPs de 10 mg/L a distintas longitudes de onda de emision
manteniendo la longitud de onda de excitacion a 260 nm durante toda la corrida.

El primer cromatograma corresponde a la respuesta del detector UV.

El segundo cromatograma corresponde a la respuesta del detector de fluorescencia a

una longitud de onda de emisién de 350 nm, en este cromatograma se observa que no



se tiene respuesta para los picos 3, 8, 9, 10, 13 y 14 y hay una baja respuesta de los
picos 11, 12 y 15.

El tercer cromatograma corresponde a la respuesta del detector de fluorescencia a
una longitud de onda de emisién de 420 nm a la cual no se tiene respuesta de los

primeros 6 picos, pero hay un aumento en la respuesta de los ultimos 5 picos.

El cuarto cromatograma corresponde a una longitud de onda de emisién de 440 nm, a
esta longitud de onda se obtiene una buena respuesta de los picos que eluyen entre 7

y 19 minutos.

El dltimo cromatograma corresponde a una longitud de onda de emisién de 500 nm en
la que no se obtiene sefal de los primeros 7 picos, ni de los picos 10 y 11 pero se tiene

una adecuada respuesta de los picos 13y 14.
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Figura 5.1.5. Cromatograma obtenido de la inyeccidon de una mezcla estandar de 16

HAPs por CLAR-FL a distintas longitudes de onda de emisién. Concentraciéon 10 mg/L.



De acuerdo a lo anterior se optimizé el programa de longitudes de onda de emisiéon de
la siguiente forma:

De 0 a 7 minutos se eligié una longitud de onda de emision de 350 nm.

De 7 a 19.5 minutos se trabajé a una longitud de onda de 440 nm.

Entre 19 y 21 minutos la longitud de onda de emision se eligié en 500 nm debido a que
se tiene menor respuesta de los picos que eluyen en 20.41 y 20.64 minutos en
comparacion con 420 y 440 nm y de esta manera se mejora la resolucion de los picos.
Después del minuto 21 la longitud de onda de emisién se establecié en 420 nm debido
a que se tiene la mayor respuesta del ultimo pico, en comparacién con las demas

longitudes de onda de emisién trabajadas.

Con respecto a la separaciéon de hidroxi-HAPs por CLAR-UV-FL las condiciones

instrumentales en las cuales se logré la mejor separacién son las siguientes:

Volumen de inyeccion: 2 ulL
Fase movil: A: Agua
B: Acetonitrilo

Gradiente de elucion:

Tiempo (min) | O 9 10 12 | 13| 14
% B 40 ( 40 | 100 | 100 | 40 | 40

Flujo: 2.0 mL/min

Guarda columna C;g (ODS Octadecyl) 3.0 x 4.0 mm
Columna: Chromolith Performance RP-18e, 4.6 x 100 mm
Temperatura de columna: 25°C

Detector UV: A = 260 nm, A = 360 Nm

Programa de longitudes de onda del detector de fluorescencia:

] . Longitud de onda | Longitud de onda
Tiempo (min)
de excitacion (nm) | de emision (nm)

0.0 230 380
1.9 230 430
3.0 230 410
6.0 230 455

Como se puede apreciar en las figuras 5.1.6 y 5.1.7 se obtiene una buena separacion

de los 5 metabolitos estudiados en un tiempo de analisis menor a 8 minutos.
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Figura 5.1.6. Cromatogramas obtenidos de la inyeccién de una mezcla estandar de 5
Hidroxi-HAPs por CLAR-UV (a) y CLAR-FL (b). Concentracion aproximada 1 mg/L.
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Figura 5.1.7. Cromatogramas obtenidos de la inyeccién de una mezcla estandar de 5
Hidroxi-HAPs por CLAR-UV (@) y CLAR-FL (b). Concentracién aproximada 100 mg/L.



5.2 Evaluacion de parametros cromatograficos

El tiempo muerto de la columna con la que se obtuvo la mejor separacion de los HAPs
(Atlantis™ dC18, 2.1 x 50 mm, 3 um) fue determinado por inyeccién de 3 pL de una
disolucion de nitrato de potasio de 1.1 mg/mL, obteniéndose un tiempo de 0.312
minutos.

Considerando este valor de tiempo muerto se calcularon los valores de Ky a de todas
las inyecciones realizadas, cabe mencionar que los valores obtenidos tanto de k™ como
de o son estimados debido a que el valor de tiempo muerto obtenido para todo el
sistema es muy alto (el volumen muerto de la columna corresponderia al 80% de la
columna vacia, lo cual es imposible). Esto puede explicarse por el volumen contenido
en la tuberia entre la valvula de inyecciéon y la cabeza de la columna y entre la salida
de la columna y el detector, el cual no ha sido considerado para el calculo de volumen
muerto.

En la tabla 5.2.1 se presentan los parametros cromatograficos obtenidos con los

resultados de integracion de los cromatogramas de la figura 5.1.2.

Tabla 5.2.1. Parametros cromatogréficos calculados para 16 HAPs. Analizados por

CLAR-UV (@) y por CLAR-FL (b)

@

Pico k™ H (m) Rs v} W @z (Min)
1 5.17 2 5x 105 0.10
2 6.45 22 %105 RS (1,2 2.17 o 1,2 1.25 0.11
3 8.89 1.8 x 1078 Rs (2,3 3.50 o (2,3 1.38 0.14
4 12.74 1.7 x 105 RS (3.4 4.35 o (3,4 1.43 0.18
5 15.41 1.7 x 105 RS (45 2.41 o a5 1.21 0.22
6 16.97 1.6 x 105 RS (s.6) 1.25 o (5,6 1.10 0.24
7 19.57 1.6 x 105 RS (6,7) 1.88 o 6,7 1.15 0.27
8 22.67 1.5x 1078 Rs (7,8 1.99 o (7,8 1.16 0.30
9 32.46 1.5x 1078 Rs g,9) 4.91 o (g0 1.43 0.43
10 35.35 1.6 x 1078 RS (9,10) 1.17 o (9,10 1.09 0.48
11 57.11 * RS (10, 11y 10.95 o 1011y 1.62 0.24
12 58.28 * Rs (11,12) 0.94 o (11,12) 1.02 0.21
13 63.94 * Rs (12,13 5.87 o (12,13) 1.10 0.14
14 64.70 * RS (13.14) 1.00 o 1314y 1.01 0.14
15 68.40 * RS (14.15) 5.56 o (14.15) 1.06 0.10




®)

Pico k™ H (m) Rs a W @z (Min)
1 5.57 55 x 105 0.16
2 6.80 3.6 x 105 RS (1.2 1.42 o (1,2 1.22 0.15
4 13.10 2.2 x 105 RS (2.4 6.19 o (2,4y1.93 0.22
5 15.76 2.4 % 105 RS (4,5 1.99 o (45 1.20 0.27
6 17.33 1.9 x 105 RS (5.6 1.07 o (5,6)1.10 0.26
7 19.94 1.7 x 105 RS 6.7y 1.74 o (6,7)1.15 0.28
8 23.05 1.9 x 105 RS (7.8 1.82 o (78 1.16 0.34
9 32.84 1.6 x 10°° RS (s.9) 4.54 o (g0 1.42 0.45
10 35.73 1.7 x 10 RS (9,10) 1.13 a (9,10 1.09 0.49
11 57.47 * RS (10.11) 10.65 o 011y 1.61 0.25
12 58.63 * RS (11,12) 0.86 a (11,12) 1.02 0.24
13 64.28 * RS (12,13) 4.72 a (12,13 1.10 0.20
14 65.02 * RS (13,14) 0.67 a (13,14) 1.01 0.21
15 68.74 * RS (14,15 3.90 a (14,15 1.06 0.14

* Para estos picos no se calculé el valor de H debido a que estos compuestos eluyen en

condiciones de gradiente.

El valor de k™ 6ptimo para el desarrollo de un método analitico robusto requiere que se
encuentre entre 2 < k"< 10 para asegurar que exista interaccion del analito con la
fase estacionaria. Los valores de factor de capacidad obtenidos aunque son
aproximados son lo suficientemente altos para asegurar que si hay una buena
interaccion de los analitos con la fase estacionaria.

Los valores de altura equivalente a un plato teérico indican que la columna separa
eficientemente los compuestos, pues los valores que se obtienen son lo
suficientemente pequefios y por consiguiente el valor de N es mucho mayor.

Los valores de selectividad en todos los casos se encuentran entre 1 < a < 2 que son
valores de trabajo adecuados.

Los valores de Rs para varios picos se encuentran por debajo de 1.5 que es el valor
adecuado para un buen andlisis cuantitativo, sin embargo en muestras de orina reales
se espera tener un gran numero de isbmeros de HAPs que no podrian separarse con
estas condiciones cromatograficas, pero que podrian cuantificarse por grupos de

acuerdo al numero de anillos aromaticos presentes.



Los parametros cromatograficos calculados para los hidroxi-HAPs se presentan en la
tabla 5.2.2, los cuales fueron calculados con los resultados de integracion de los
cromatogramas de la figura 5.1.7

El tiempo muerto de la columna con la que se obtuvo la mejor separacion de los
hidroxi-HAPs (Chromolith Performance RP-18e, 4.6 x 100 mm) fue determinado por
inyeccion de 2 puL de una disolucion de nitrato de potasio 1.1 mg/mL obteniéndose un
tiempo de 0.73 minutos. Nuevamente, el valor de tiempo muerto es muy grande de
acuerdo a la capacidad de la columna que es de 1.7 mL. Cabe mencionar que en este
caso se trata de una columna de tipo monolitica, en la cual los espacios intersticiales
dentro de ella son muy grandes, lo anterior aunado al volumen en la tuberia y a la
presencia de un guarda columna resulta en valores de k™ y a aproximados.

Por otro lado los valores de Rs y H son correctos puesto que para su célculo no se
requiere del valor de tiempo muerto (ver ecuaciones en la seccién 4.7)

En este caso si se calcularon los valores de H para todos los compuestos ya que eluyen
en condiciones isocraticas y los valores obtenidos son del orden de 10 m lo que indica
una buena eficiencia en la separacién de estos compuestos.

Los valores de Rs en todos los casos son mayores a 1.5 lo cual indica que hay una

completa separaciéon entre los picos cromatograficos.

Tabla 5.2.2. Parametros cromatogréaficos calculados para 5 Hidroxi-HAPs. Analizados
por CLAR-UV (&) y por CLAR-FL (b)

@
Pico k™ H (m) Rs a W s (Min)
1 1.23 25 x 105 0.06
2 1.59 22 x 105 RS (1.2 2.42 o 12 1.29 0.06
3 1.98 1.9 x 107 RS (2.3 2.40 o (2.3 1.24 0.07
4 5.54 1.2 x 107 RS (3,4 14.37 o 3.4y 2.80 0.12
5 9.30 1.2 x 107 RS (4.5 10.15 o (45 1.68 0.19
(b)
Pico Kk~ H (m) Rs o W sy (Min)
1 1.28 51 x 105 0.09
2 1.62 51 x 10° RS (1.2 1.54 o @2 1.27 0.1
3 2.02 3.3 x 10° RS (2.3 1.75 o (2.3 1.25 0.09
4 5.58 1.5 x 105 RS (3,4)13.06 o 3.4y 2.76 0.14
5 9.34 1.3 x 105 RS (4.5 9.47 o a5 1.67 0.2




5.3 Optimizacion de las condiciones de extraccion en fase sélida para la

recuperacion de los metabolitos en muestras de orina.

Los resultados de recobro obtenidos al variar los disolventes de acondicionamiento,
lavado y eluciéon de los cartuchos de extraccion en fase sélida se presentan en la tabla
5.3.1.

Tabla 5.3.1. Recobro de metabolitos en 3 muestras de orina sometidas a SPE bajo 3

condiciones de extraccion distintas.

Condiciones 1™ Condiciones 2™ Condiciones 37
% % % %0 % %

Compuesto ~ Recobro Recobro Recobro Recobro Recobro Recobro
uv) (FL) uv) (FL) uv) (FL)
B-naftol 77.97 81.97 62.37 74.64 77.83 80.65
1-acenaftenol 74.62 60.88 75.57 112.80 75.31 60.03
o-naftol 67.99 72.01 67.89 73.13 68.60 71.96
9-fenantrol 49.32 53.85 52.80 57.65 52.37 56.40

1-

hidroxipireno 24.44 25.62 42.03 44.04 32.37 33.67

" Presentados de acuerdo al orden de elucién en el cromatograma

™ Acondicionamiento: ACN, lavado: H,O/ACN( 90:10), elucién: ACN

“™* Acondicionamiento: ACN, lavado: H,O/ACN( 90:10), elucién: CH,Cl,/AcEt (50:50)
"™ Acondicionamiento: MeOH y H,0, lavado: H,O/ACN( 90:10), elucién: ACN

Como se puede observar en la tabla de resultados anterior, el compuesto 1-
hidroxipireno es el que presenta los valores de recobro menores en todas las
condiciones de extraccion. El compuesto 9-fenantrol presenta los valores mas bajos de
recobro en las condiciones 1 y los mas altos en las condiciones No. 2. El compuesto a-
naftol presenta valores de recobro similares en todas las condiciones de extraccién. En
el caso del compuesto 1-acenaftenol las diferencias en los valores de recobro si son
significativamente diferentes sobre todo en las condiciones No. 2 en donde se obtiene
un % de recobro por fluorescencia de 112.8%, esto se puede explicar por la dificultad
de integrar el pico cromatogréafico debido al programa de longitudes de onda de
emisién, ya que precisamente en el tiempo en que comienza a eluir el pico del 1-
acenaftenol hay un cambio en la longitud de onda de emisién y esto provoca una

perturbacién de la linea base y por lo tanto una variacibn en el valor de &rea. El




compuesto B-naftol presenta valores de recobro mas dispersos a las distintas
condiciones de extracciéon, siendo el valor mas bajo de 62.37% y el mas alto de
81.97%.

En base a los resultados de este estudio se consideraron las condiciones No. 3 como
las condiciones Optimas de extraccion, por lo que se propone acondicionar los
cartuchos con 5 mL de metanol y 10 mL de agua, adicionar 10 mL de muestra, lavar el
cartucho con 10 mL de una mezcla agua/acetonitrilo 90:10 y eluir los analitos con 5

mL de acetonitrilo.

Con estas condiciones de extraccion se trataron 3 muestras de orina y se evaluo el

recobro (tabla 5.3.2) de acuerdo a la siguiente relacion:

%R = M*lOO

real
En donde la concentracién calculada se obtuvo por medio de la siguiente ecuacion,
donde A es el area promedio obtenida de la inyeccidn por triplicado de la muestra, b y
m, respectivamente, corresponden a la ordenada al origen y la pendiente de la curva
de calibracion de método.

C A-Db

calculada —

La concentracion real se obtiene de considerar que cada muestra se fortific6 con 835
uL de la disolucion estandar de hidroxi-HAPs de aproximadamente 10 ug/mL, llevando

al aforo a 10 mL con orina.

Tabla 5.3.2. Recobro de metabolitos en 3 muestras de orina tratadas en las

condiciones 6ptimas de extraccion en fase solida.

uv FL
Compuesto _ _
%Recobro | CV(%06) | %0 Recobro | CV(206)
B-naftol 68.65 12.78 73.85 12.26
1-acenaftenol 78.67 16.32 80.67 16.62
o-naftol 104.21 14.22 110.21 14.39
9-fenantrol 92.37 5.69 101.68 5.48
1-hidroxipireno 58.79 5.07 64.02 4.72

” Valores promedio obtenidos de 3 muestras de orina diferentes.



Los porcentajes de recobro promedio de los ensayos realizados oscilan entre 59% y
110% obteniéndose los valores mas bajos para el compuesto 1-hidroxipireno con un
recobro de 58.79% por UV y 64.02% por fluorescencia y los mas altos para el
compuesto a-naftol con un recobro de 104.21% por UV y 110.21% por fluorescencia.
Seguln los criterios de aceptacion establecidos por la EPA
(www.accustandard.com/asi/epa) los porcentajes de recobro deben encontrarse en un
intervalo entre 60 y 120 %; de acuerdo a este criterio, los compuestos p-naftol, 1-
acenaftenol, a-naftol y 9-fenantrol cumplen con este criterio, no asi el compuesto 1-

hidroxipireno para el cual se obtiene un recobro promedio por UV de 58.79%.

Cabe mencionar que los recobros presentados en la tabla 5.3.2 son significativamente
mayores que los presentados en la tabla 5.3.1 en las condiciones No. 3 esto se debe a
que los recobros de la tabla 5.3.2 fueron calculados considerando los valores de
pendiente y ordenada al origen de las curvas de calibracién de método de cada analito
(datos de las tablas 5.4.1.9 — 5.4.1.13), mientras que los recobros presentados en la
tabla 5.3.1 fueron calculados con los valores de pendiente y ordenada al origen de las
curvas de calibracidon instrumental de cada analito (datos de las tablas 5.4.1.4 y
5.4.1.5); de modo que los recobros referidos a la curva de calibracion de método
mejoran debido a que se tiene un efecto de la matriz tanto en la curva de calibracion
como en las muestras M1, M2 y M3 aunque cabe mencionar que la curva de calibracion

se realizd con una muestra de orina diferente a la muestras M1, M2 y M3.

Los cromatogramas correspondientes a las 3 muestras de orina tratadas en las
condiciones 6ptimas de extraccion se presentan en el apéndice 2, figuras A2-19, A2-20
y A2-21.



5.4 Evaluacion de parametros de validacion

5.4.1 Linealidad

Linealidad del sistema

Se obtuvieron las curvas de calibracion para cada uno de los HAPs por CLAR-UV en el
intervalo de concentracion de 0.5 — 50 mg/L. En la figura 5.4.1.1 se muestra la grafica

global del comportamiento lineal de cada compuesto.
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Figura 5.4.1.1. Curvas de calibracién de 16 HAPs obtenidas por CLAR-UV.

Tabla 5.4.1.1. Valores de regresion lineal de las curvas de calibracién de 16 HAPs por

CLAR-UV (&rea vs concentracion).

Compuesto * Ordenada | Pendiente r
Indeno 3.23 12.98 0.9998
Naftaleno 16.68 32.33 0.9996
Acenaftileno -0.51 12.82 0.9997
Bifenilo -0.12 16.90 0.9997
Acenafteno -2.38 6.17 0.9997




Fluoreno -0.51 20.65 0.9997

Fenantreno 1.53 39.93 0.9997
Antraceno 9.93 36.56 0.9998
Fluoranteno 3.04 25.50 0.9996
Pireno 3.88 20.51 0.9997
Criseno 4.99 39.05 0.9998
1,2-benzantraceno 6.86 44.77 0.9998
Benz[e]acefenantrileno -0.13 28.59 0.9997
Benzo[a]pireno - - -
Benzo[k]fluoranteno
1,2:5,6-dibenzantraceno 11.47 43.76 0.9996

" Presentados de acuerdo al orden de elucién en el cromatograma

"™ No se reportan debido a que los compuestos coeluyen

Por CLAR-FL se obtuvieron las curvas de calibracidon para cada uno de los HAPs en el
intervalo de concentracion de 0.5 — 10 mg/L. En la figura 5.4.1.2 se muestra la grafica

global del comportamiento lineal de cada compuesto.
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Figura 5.4.1.2. Curvas de calibracién de 16 HAPs obtenidas por CLAR-FL.



Tabla 5.4.1.2. Valores de regresion lineal de las curvas de calibracion de 16 HAPs por

CLAR-FL (&rea vs concentracion)

Compuesto * Ordenada | Pendiente r

Indeno 0.29 65.19 0.9967
Naftaleno 9.46 192.38 0.9975
Bifenilo 5.41 178.67 0.9978
Acenafteno 9.07 48.04 0.9988
Fluoreno 54.84 610.47 0.9981
Fenantreno 74.66 477.05 0.9985
Antraceno -68.98 767.55 0.9930
Fluoranteno -4.05 203.80 0.9974
Pireno -3.62 256.12 0.9972
Criseno -0.87 168.17 0.9974
1,2-benzantraceno 7.29 551.26 0.9976
Benz[e]acefenantrileno -1.66 324.58 0.9975

Benzo[a]pireno . . .

Benzo[k]fluoranteno

1,2:5,6-dibenzantraceno 2.45 310.32 0.9976

" Presentados de acuerdo al orden de elucién en el cromatograma

"™ No se reportan debido a que los compuestos coeluyen

Los resultados de la regresion lineal de las curvas de calibracién de los HAPs muestran
que varios compuestos presentan un valor de ordenada al origen negativo, lo cual se
explica por la dispersion de los datos en las disoluciones de alta concentracion. Por otro
lado los valores de pendiente indican que en general se tiene una buena sensibilidad
para todos los compuestos, siendo el acenafteno el compuesto que presenta las peores
condiciones de sensibilidad ya que las pendientes de sus curvas de calibracion son de

apenas 6.17 por UV y 48 por FL.

Los resultados de coeficiente de correlacion obtenidos por CLAR-UV son satisfactorios
para todos los compuestos estudiados (valores de r > 0.999) en el intervalo de
concentracién de 0.5 a 50 mg/L.

Por CLAR-FL también se obtienen resultados satisfactorios de coeficiente de correlacion
para todos los compuestos estudiados (r > 0.99) en el intervalo de concentracién de
0.5 -10 mg/L.



En los cromatogramas obtenidos con el detector de fluorescencia (figuras 5.1.1 (b) y
5.1.2 (b)) como consecuencia del programa de longitudes de onda de emision, la linea
base presenta variaciones, lo que dificulta la integracion de los picos, por este motivo
se graficaron las alturas de los picos en lugar del area en funcion de la concentracion,
(figura 5.4.1.3).
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Figura 5.4.1.3. Curvas de calibracién de 16 HAPs obtenidas por CLAR-FL.

Tabla 5.4.1.3. Valores de regresion lineal de las curvas de calibracién de 16 HAPs por

CLAR-FL (altura vs concentracién).

Compuesto * Ordenada | Pendiente r

Indeno 0.35 5.17 0.9966
Naftaleno 1.93 17.71 0.9971
Bifenilo 1.04 12.16 0.9976
Acenafteno 0.67 3.42 0.9981
Fluoreno 6.42 34.93 0.9969
Fenantreno 2.81 25.35 0.9976
Antraceno 6.89 30.52 0.9933
Fluoranteno 0.42 6.86 0.9972
Pireno 0.53 7.75 0.9969
Criseno 0.23 11.14 0.9962




1,2-benzantraceno 2.82 33.05 0.9961

Benz[e]acefenantrileno 1.73 30.32 0.9964
Benzo[a]pireno o - o
Benzo[k]fluoranteno
1,2:5,6-dibenzantraceno 1.40 28.53 0.9971

" Presentados de acuerdo al orden de elucién en el cromatograma

"™ No se reportan debido a que los compuestos coeluyen

En comparacion con los resultados obtenidos graficando area vs concentracion, se
obtienen valores de ordenada al origen en todos los casos positivas y el valor de la

pendiente disminuye considerablemente, los valores de r se mantienen (r > 0.99).

Curvas de calibracion de hidroxi-HAPs

Por CLAR-UV se obtuvieron las curvas de calibraciéon area vs concentraciéon para cada

uno de los hidroxi-HAPs en el intervalo de concentracion de 0.1-100 mg/L. En la figura

5.4.1.4 se muestra la grafica global del comportamiento lineal de cada compuesto.
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Figura 5.4.1.4. Curvas de calibracion de 5 hidroxi-HAPs obtenidas por CLAR-UV.



Tabla 5.4.1.4. Valores de regresion lineal de las curvas de calibracion de 5 hidroxi-

HAPs por CLAR-UV (&rea vs concentracion)

Compuesto * Ordenada Pendiente r
p-naftol 0.69 4.60 0.9999
1-acenaftenol 0.83 5.38 0.9998
a-naftol 0.39 4.72 0.9999
9-fenantrol -0.22 4.90 0.9999
1-hidroxipireno -0.92 2.20 0.9999

* Presentados de acuerdo al orden de elucién en el cromatograma

Por CLAR-FL se obtuvieron las curvas de calibracién area vs concentracion para cada

uno de los hidroxi-HAPs en el intervalo de concentracion de 0.1-100 mg/L. En la figura

5.4.1.5 se muestra la grafica global del comportamiento lineal de cada compuesto.
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Figura 5.4.1.5. Curvas de calibracion de 5 hidroxi-HAPs obtenidas por CLAR-FL.

Tabla 5.4.1.5 Valores de regresion lineal de las curvas de calibracién de 5 hidroxi-

HAPs por CLAR-FL (area vs concentracion).

Compuesto

Ordenada

Pendiente

B-naftol

16.59

44.12

0.9997




1-acenaftenol 64.45 53.50 0.9972
a-naftol 3.16 39.01 0.9998
9-fenantrol -4.12 43.44 0.9999
1-hidroxipireno -14.66 58.09 0.9999

En el apéndice 2 (figuras A2-1 a A2-10) se muestran los cromatogramas de las
inyecciones de las disoluciones estandar de hidroxi-HAPs en el intervalo de

concentracion de 0.1 — 80 mg/L.

Al inyectar las disoluciones de hidroxi-HAPs de concentracion de 0.01 — 0.1 mg/L se
obtuvieron las curvas de calibracion de las figuras 5.4.1.6 y 5.4.1.7.

Por UV uUnicamente los compuestos l-acenaftenol, a-naftol, y p-naftol presentan sefal
a partir de 0.02 mg/L.

El compuesto 9-fenantrol presenta sefial en UV a partir de 0.06 mg/L por lo que no se
construyé la grafica correspondiente a este compuesto por no tenerse un minimo de 3
puntos.

El compuesto 1-hidroxipireno no presenta sefial en UV en el intervalo de concentracion
de 0.01 — 0.1 mg/L.

Por FL si se obtiene sefial para todos los compuestos en el intervalo de concentracion

de 0.01 — 0.1 mg/L.
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Figura 5.4.1.6 Curvas de calibracién de 3 hidroxi-HAPs obtenidas por CLAR-UV.



Tabla 5.4.1.6 Valores de regresion lineal de las curvas de calibracion de 3 hidroxi-

HAPs por CLAR-UV (&rea vs concentracion).

Compuesto Ordenada Pendiente r
p-naftol 0.0061 5.0804 0.9981

1-acenaftenol -0.0070 5.9502 0.9981
a-naftol 0.0122 4.5268 0.9994

- m  l-acenaftenol (0.0106-0.106 mg/L)

® ¢-naftol (0.0106-0.106 mg/L)

8+ p-naftol (0.0102-0.102 mg/L)

v 9-fenantrol (0.0096-0.096 mg/L)
1-hidroxipireno (0.0188-0.094 mg/L)
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Figura 5.4.1.7. Curvas de calibracion de 5 hidroxi-HAPs obtenidas por CLAR-FL.

Tabla 5.4.1.7. Valores de regresion lineal de las curvas de calibracion de 5 hidroxi-

HAPs por CLAR-FL (area vs concentracion).

Compuesto Ordenada Pendiente r
p-naftol 0.21 46.25 0.9974
1-acenaftenol 1.36 63.14 0.9748
o-naftol 0.09 39.37 0.9992
9-fenantrol 0.05 39.73 0.9986
1-hidroxipireno -0.05 40.70 0.9963




Se obtuvieron las curvas de calibracion altura vs concentracién para cada uno de los
hidroxi-HAPs en el intervalo de concentracion de 0.01 — 0.1 mg/L. En la figura 5.3.1.8

se muestra la grafica global del comportamiento lineal de cada compuesto.
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Figura 5.4.1.8. Curvas de calibraciéon de 5 hidroxi-HAPs obtenidas por CLAR-FL.

Tabla 5.4.1.8. Valores de regresion lineal de las curvas de calibracién de 5 hidroxi-

HAPs por CLAR-FL (altura vs concentracién).

Compuesto Ordenada Pendiente r
p-naftol 0.03 8.34 0.9972
1-acenaftenol 0.40 11.02 0.9488
a-naftol 0.01 6.48 0.9991
9-fenantrol 0.01 4.25 0.9988
1-hidroxipireno -0.003 3.07 0.9973

En el intervalo de concentracion de 0.1 — 100 mg/L por CLAR-UV se obtienen
coeficientes de correlacion excelentes (r > 0.9999) para los metabolitos B-naftol, a-
naftol, 9-fenantrol y 1-hidroxipireno y 0.9998 para el metabolito 1-acenaftenol. En el

caso de CLAR-FL en este intervalo de concentracion se obtienen resultados de



coeficientes de correlacion > 0.9999 para los compuestos 9-fenantrol y 1-hidroxipireno
y > 0.999 para los compuestos B-naftol y a-naftol, para el compuesto 1-acenaftenol se
obtiene un coeficiente de correlacion de 0.9972.

En el intervalo de 0.01 — 0.1 mg/L los coeficientes de correlacién de los 3 compuestos
detectados por UV son mayores a 0.99, por fluorescencia los coeficientes de
correlaciéon de los 5 metabolitos son mayores a 0.99 excepto para el compuesto 1-

acenaftenol que es de 0.9748.

Cabe mencionar que el compuesto 1-acenaftenol presenta los coeficientes de
correlacién mas bajos en las curvas de calibracion obtenidas por CLAR-FL, lo observado
es explicable por el hecho de que este compuesto eluye en un tiempo de 1.95 minutos,
tiempo en el que hay un cambio en la longitud de onda de emisién de 380 nm a 430
nm y por consiguiente hay una perturbacion de la linea base, lo que dificulta la

integracion de este pico.



Linealidad del método

Se obtuvieron curvas de calibracion para cada uno de los hidroxi-HAPs por CLAR-UV-FL
en el intervalo de concentracion de 0.1 — 1.0 mg/L. Las figuras 5.4.1.9 a 5.4.1.13
muestran el comportamiento lineal de cada compuesto. En las tablas 5.4.1.9 a

5.4.1.13 se presentan los parametros de regresion lineal, correspondientes.

En el apéndice 2 (figuras A2-11 a A2-15) se presentan los cromatogramas obtenidos

de la inyeccién de las disoluciones utilizadas para las curvas de calibraciéon de método.
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Figura 5.4.1.9. Curvas de calibracion de método de B-naftol obtenidas por (a) CLAR-

UV y por (b) CLAR-FL en un intervalo de concentracion de 0.1-1.0 mg/L.

Tabla 5.4.1.9. Valores de regresion lineal de las curvas de calibracion de método de

B-naftol por CLAR-UV-FL.

pg-naftol (0.1-1.0 mg/L)

CLAR-UV CLAR-FL
Pendiente Ordenada r Pendiente Ordenada r
43.27 0.67 0.9980 424.95 1.2 0.9985
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Figura 5.4.1.10. Curvas de calibraciéon de método de 1-acenaftenol obtenidas por (a)

CLAR-UV y por (b) CLAR-FL en un intervalo de concentracion de 0.1-1.0 mg/L.

Tabla 5.4.1.10. Valores de regresion lineal de las curvas de calibracién de método
de 1-acenaftenol por CLAR-UV-FL.

1-acenaftenol (0.1-1.0 mg/L)

CLAR-UV CLAR-FL

Pendiente Ordenada r Pendiente Ordenada r

52.21 -0.77 0.9988 407.23 -11.83 0.9986
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Figura 5.4.1.11. Curvas de calibracién de método de a-naftol obtenidas por (a) CLAR-

UV y por (b) CLAR-FL en un intervalo de concentracion de 0.096-0.96 mg/L.

Tabla 5.4.1.11. Valores de regresion lineal de las curvas de calibracién de método
de a-naftol por CLAR-UV-FL.

a-naftol (0.096-0.96 mg/L)

CLAR-UV CLAR-FL
Pendiente Ordenada r Pendiente Ordenada r
33.51 -0.89 0.9982 273.51 -8.42 0.9987
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Figura 5.4.1.12. Curvas de calibracion de método para 9-fenantrol obtenidas por (a)

CLAR-UV y por (b) CLAR-FL en un intervalo de concentracion de 0.096-0.96 mg/L.

Tabla 5.4.1.12. Valores de regresion lineal de las curvas de calibracion de método

de 9-fenantrol por CLAR-UV-FL.

9-fenantrol (0.096-0.96 mg/L)

CLAR-UV CLAR-FL
Pendiente Ordenada r Pendiente Ordenada r
30.72 -1.1 0.9992 269.81 -9.55 0.9992
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Figura 5.4.1.13. Curvas de calibracién de método para 1-hidroxipireno obtenidas por

(a) CLAR-UV y por (b) CLAR-FL en un intervalo de concentracion de 0.112-1.12 mg/L.

Tabla 5.4.1.13. Valores de regresion lineal de las curvas de calibracién de método

de 1-hidroxipireno por CLAR-UV-FL.

1-hidroxipireno (0.112-1.12 mg/L)

CLAR-UV CLAR-FL
Pendiente Ordenada r Pendiente Ordenada r
14.48 -0.63 0.9995 405.29 -19.71 0.9991

De los parametros de regresion obtenidos se puede concluir que el método es lineal en
el intervalo de concentracion trabajado, dado que los coeficientes de correlacion (r)
calculados fueron superiores a 0.99 para todos los compuestos estudiados. Los valores
de ordenada al origen son en la mayoria de los casos negativas, excepto para el
compuesto B-naftol y los valores de pendiente muestran excelente sensibilidad por

fluorescencia.



5.4.2 Especificidad

Los valores de factor de pureza obtenidos por medio del software HP Chemstation for

LC revision A.06.03 (Hewlett Packard 1990-1998) se presentan en la tabla siguiente:

Tabla 5.4.2.1 Factores de pureza de pico de 5 hidroxi-HAPs

Compuesto = | Factor de pureza
B-naftol 998
1-acenaftenol 992
o-naftol 986
9-fenantrol 1000
1-hidroxipireno 987

" Presentados de acuerdo al orden de elucién en el cromatograma

Los resultados de factor de pureza o coincidencia indican de acuerdo a la evaluacion de
resultados explicada en la seccidon 4.9.2 que para el compuesto 9-fenantrol se obtienen
espectros idénticos en los 5 puntos del pico cromatografico en donde se evaluaron,
para los compuestos B-naftol y 1-acenaftenol se tienen espectros similares. En el caso
de los compuestos, a-naftol y 1-hidroxipireno el valor de factor de pureza obtenido
indica que se tienen alguna similitud entre los espectros, ya que los valores obtenidos
se encuentran por debajo de 990 lo que comprueba que estos compuestos contienen

alguna impureza espectral.

5.4.3 Precision

Los valores de precision instrumental y de método calculados se presentan en las
tablas 5.4.3.1 y 5.4.3.2, respectivamente, expresados como porcentaje de coeficiente
de variacion (%CV). Cabe mencionar que la precision de un procedimiento analitico se
puede considerar en tres niveles, que son: repetibilidad, precision intermedia y
reproducibilidad (International Conference on Harmonization of technical requirements
for registration of pharmaceuticals for human use. Validation of analytical Procedures.
QR (R1), (2005). En este caso se llevo a cabo el estudio de repetibilidad.



Tabla 5.4.3.1. Repetibilidad del instrumento (n=10) a concentraciones de hidroxi-

HAP cercanas al punto medio y 20 % abajo de la mayor concentracion de la curva de

calibracion.

Concentracion v v Concentracion eV v

Compuesto (ma/L) (%) (%0) (ma/L) (%0) (%0)
(DAD) | (FLD) (DAD) | (FLD)

B-naftol 0.051 4.71 3.27 0.086 5.86 1.05
1-acenaftenol 0.053 7.72 11.89 0.085 4.76 15.08
a-naftol 0.053 8.99 2.13 0.085 6.12 1.83
9-fenantrol 0.048 18.34 3.0 0.077 23.13 1.98
1-hidroxipireno 0.047 * 4.08 0.075 * 2.72

* El compuesto 1-hidroxipireno no presenté sefial en UV a las concentraciones utilizadas para el

estudio de precision.

Tabla 5.4.3.2. Repetibilidad del método (n=5) a concentraciones de hidroxi-HAP 20

% abajo y 20 % arriba del intervalo de concentraciéon de la curva de calibracion.

Concentracion v v Concentracion eV v

Compuesto (ma/L) (%) (%0) (ma/L) (%0) (%0)
(DAD) | (FLD) (DAD) | (FLD)

B-naftol 0.28 3.72 0.79 0.82 0.77 0.89
1-acenaftenol 0.28 2.30 0.6 0.82 0.65 0.61
a-naftol 0.27 1.66 0.46 0.79 0.65 0.67
9-fenantrol 0.27 1.10 0.57 0.79 0.43 0.55
1-hidroxipireno 0.31 1.69 0.52 0.92 0.29 0.61

La precision expresada como porcentaje de coeficiente de variacion (%CV), debe de
ser de acuerdo al criterio de la EPA, menor que 15%. De acuerdo a este criterio de
aceptacion en la validacion del instrumento se cumple dicha condicién para todos los
compuestos excepto para el 9-fenantrol, obteniéndose valores de coeficiente de

variacion de 18.34% y 23.13% por CLAR-UV en las concentraciones estudiadas.

Por otro lado la precision del método cumple el criterio de aceptacion de la EPA en
todos los analitos, ya que se obtuvieron valores entre 0.29% CV para el 1-

hidroxipireno que fue el mas bajo y el mas alto fue para el $-naftol con 3.72% CV.




En las figuras A2-16 y A2-17 se presentan los cromatogramas obtenidos de la

inyeccion de las disoluciones utilizadas para el estudio de precision de método.

5.4.4 Limites de Deteccion y Cuantificacion

Limites de deteccion y cuantificacion instrumentales de HAPs

Tabla 5.4.4.1. Limites de deteccién y cuantificacion instrumentales para cada HAP

calculados con los datos obtenidos por CLAR-UV. (area vs concentracion)

Compuesto ~ LD (mg/L) | LC (mg/L)
Indeno 1.52 2.92
Naftaleno 2.11 3.65
Acenaftileno 1.73 3.31
Bifenilo 1.61 3.4
Acenafteno 1.9 3.5
Fluoreno 1.69 3.43
Fenantreno 1.66 3.15
Antraceno 1.62 3.17
Fluoranteno 1.97 4.17
Pireno 1.62 3.24
Criseno 1.4 3.03
1,2-benzantraceno 1.49 3.12
Benz[e]acefenantrileno 1.53 3.11
Benzo[a]pireno . .

Benzo[k]fluoranteno

1,2:5,6-dibenzantraceno 1.47 3.52

" Presentados de acuerdo al orden de elucién en el cromatograma

b -
No se reportan debido a que los compuestos coeluyen

Tabla 5.4.4.2. Limites de deteccién y cuantificacién instrumentales para cada HAP

calculados con los datos obtenidos por CLAR-FL (4rea vs concentraciéon)

Compuesto ™ LD (mg/L) | LC (mg/L)
Indeno 1.27 2.65
Naftaleno 1.2 2.73
Acenaftileno ok ok
Bifenilo 0.99 2.76




Acenafteno 0.84 2.43
Fluoreno 1.06 2.77
Fenantreno 0.95 2.43
Antraceno 1.61 3.07
Fluoranteno 1.12 3.3
Pireno 1.04 2.06
Criseno 1.03 2.64
1,2-benzantraceno 1.12 2.74
Benz[e]acefenantrileno 0.89 2.27
Benzo[a]pireno e e
Benzo[k]fluoranteno
1,2:5,6-dibenzantraceno 1.03 3.07

" Presentados de acuerdo al orden de elucién en el cromatograma
“* Este compuesto no presenta la propiedad de fluorescencia

"™ No se reportan debido a que los compuestos coeluyen

Los limites de deteccion instrumental obtenidos por CLAR-UV, se encuentran entre 1.4
y 3.07 mg/L y los limites de cuantificacion entre 2.92 y 4.99 mg/L, en todos los casos
el limite de deteccién calculado estadisticamente se encuentra por arriba de 1 mg/L sin
embargo, en la figura 5.1.1 se presenta el cromatograma correspondiente a una
inyeccién de un estandar de HAPs de concentracion aproximada a 1 mg/L. En este
cromatograma se puede apreciar que los picos cromatograficos de todos los
compuestos son todavia detectables.

Los limites de deteccidon obtenidos por CLAR-FL de 14 HAPs (El compuesto Acenaftileno
no presenta la propiedad de fluorescencia) se encuentran entre 0.84 y 1.61 mg/L y los
limites de cuantificacion entre 2.0 y 3.3 mg/L estos valores son menores que los
obtenidos por CLAR-UV, sin embargo se esperaria que fueran mucho menores ya que
el detector de fluorescencia es al menos 10 veces mas sensible en comparacion con el

detector de arreglo de diodos.

Los limites de deteccion y cuantificacibn mejoran considerablemente cuando se
evaluan utilizando los datos de altura en lugar de los datos de area, siendo del orden

de pg/L mientras que con los datos de area son del orden de mg/L.



Tabla 5.4.4.3. Limites de deteccién y cuantificacion * instrumentales para cada HAP

calculados con los datos obtenidos por CLAR-FL (altura vs concentracion)

Compuesto ~ LD (ug/L) | LC (ug/L)
Indeno 23 77
Naftaleno 7 22
Acenaftileno *x Fx
Bifenilo 10 33
Acenafteno 35 116
Fluoreno 3 11
Fenantreno 5 16
Antraceno 4 13
Fluoranteno 17 58
Pireno 15 51
Criseno 11 36
1,2-benzantraceno 4 12
Benz[e]acefenantrileno 4 13
Benzo[a]pireno s e

Benzo[k]fluoranteno

1,2:5,6-dibenzantraceno 4 14

" Presentados de acuerdo al orden de elucion en el cromatograma
“* Este compuesto no presenta la propiedad de fluorescencia

"™ No se reportan debido a que los compuestos coeluyen

1 Calculados de acuerdo a lo descrito en el apéndice 4-B

Limites de deteccidn y cuantificacion instrumentales de hidroxi-HAPs

Tabla 5.4.4.4. Limites de deteccién y cuantificacién instrumentales para cada

hidroxi-HAP, calculados con los datos obtenidos por CLAR-UV. (&rea vs concentracion)

Compuesto LD (pg/L) | LC (ung/L)

B-naftol 29 56
1-acenaftenol 19 36
a-naftol 20 39
9-fenantrol 23 43

1-hidroxipireno 1188 2454




Tabla 5.4.4.5. Limites de detecciéon y cuantificacion instrumentales para cada

hidroxi-HAP, calculados con los datos obtenidos por CLAR-FL (area vs concentracion)

Compuesto LD (ng7/L) | LC (ng”/L)
B-naftol 18 35
1-acenaftenol 44 88
a-naftol 10 19
9-fenantrol 9 17
1-hidroxipireno 11 22

Tabla 5.4.4.6. Limites de deteccion y cuantificacion instrumentales para cada

hidroxi-HAP, calculados con los datos obtenidos por CLAR-FL (altura vs concentracion)

Compuesto LD (ng7/L) | LC (ng”/L)
B-naftol 7 24
1-acenaftenol 5 18
a-naftol 9 31
9-fenantrol 14 47
1-hidroxipireno 20 65

Los limites de deteccion obtenidos por CLAR-UV de los 5 hidroxi-HAPs se encuentran
entre 19 ug/L y 1188 pg/L. Los limites de cuantificacién que se obtienen se encuentran
entre 36 pg/L y 2454 pg/L.

Los limites de deteccién obtenidos por CLAR-FL de 5 hidroxi-HAPs se encuentran entre
9 ug/L y 44 ug/L. Los limites de cuantificacién que se obtienen se encuentran entre 17

ug/Ly 88 pg/L.

De igual forma que para los HAPs, los limites de deteccidon y cuantificacion mejoran
considerablemente cuando se evalian con los datos de altura en lugar de los datos de
area. Los limites de deteccion se encuentran entre 5 ug/L y 20 pg/L y los limites de

cuantificacion se encuentran entre 18 y 65 ng/L.



Limites de deteccidén vy cuantificacién de método

En la tabla 5.4.4.7 se presentan los limites de deteccidén y cuantificacion del método

para cada hidroxi-HAP, calculados de acuerdo a lo descrito en la seccion 4.9.4

Tabla 5.4.4.7. Limites de deteccion y cuantificacion de método para cada
hidroxi-HAP, obtenidos por CLAR-UV-FL

uv FL
Compuesto
LDM (ng/L) | LCM (ng/L) | LDM (pg/L) | LCM (ng”/L)

B-naftol 9 30 4 12
1-acenaftenol 5 17 3 9
a-naftol 8 28 3 11
9-fenantrol 9 30 3 9
1-hidroxipireno 22 72 4 15

La sensibilidad en la deteccién por fluorescencia, asi como la selectividad del
adsorbente de extraccion utilizado permiten una deteccidon de hidroxi-HAPs entre 3y 4
pg/L en un volumen de muestra de 10 mL. Estos valores son comparables con lo
reportado en la literatura (tabla 3.11.2.2) en donde obtienen limites de deteccion del
orden de ppb~s utilizando la misma técnica de detecciéon y de ppt”s utilizando técnicas
como GC/HRMS y LC/MS/MS, cabe mencionar que en la mayoria de los métodos de
determinacion de metabolitos de HAPs se lleva a cabo una reaccion de hidrdlisis
enzimatica, previa a la extraccién, lo cual permite liberar los metabolitos presentes en
el organismo de personas altamente expuestas a HAPs. En este caso no se llevo a cabo
este tratamiento por tratarse de muestras de orina de personas no expuestas
adicionadas con los metabolitos.

Cabe mencionar que debido a que la composiciéon de las mezclas de HAPs en los
diferentes ambientes laborales es variable, ain no se han establecido valores limites

de exposicion.

En la figura A2-18 se presenta uno de los cromatogramas obtenidos de la inyeccion de
la disolucion de hidroxi-HAPs de 0.1 mg/L utilizada para el estudio de limite de

detecciéon de método.



5.5 Evaluacion de interferencias de HAPs en la determinacién de hidroxi-

HAPs.

Al inyectar la mezcla de HAPs e hidroxi-HAPs bajo las condiciones o6ptimas de
separacion de hidroxi-HAPs se obtuvieron los cromatogramas de la figura 5.5.1, en
donde puede observarse que se logra la separacion de los metabolitos del resto de los
HAPs, obteniéndose valores de resolucion mayores a 1.5, excepto para el pico que
eluye en 7.7 minutos que corresponde al compuesto 1-hidroxipireno, la resolucién con
respecto al pico mas proximo es de 1.1, sin embargo el compuesto de interés presenta
una sefal en fluorescencia que lo puede distinguir del resto de los HAPs. Como es de
esperarse, la mayoria de los HAPs coeluyen en un tiempo entre 10 y 14 minutos, en

donde la cantidad de disolvente organico se encuentra en 100%.
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Figura 5.5.1. Cromatogramas obtenidos de la inyeccién de una mezcla de HAPs e
hidroxi-HAPs por CLAR-UV (a) y CLAR-FL (b). Inyectada en las condiciones 6ptimas de
separacion de hidroxi-HAPs (seccidn 4.6). Concentracidon aproximada 20 mg/L.



CAPITULO 6
CONCLUSIONES

Con lo realizado en este trabajo de tesis se ha podido implementar un método de
analisis que permite determinar a-naftol, pB-naftol, 1l-acenaftenol, 9-fenantrol y 1-
hidroxipireno, en muy bajos niveles de concentracidon y con un buen nivel de precisién
en muestras de orina. El método se basa en la aplicacién de la extracciéon en fase
sOlida para la limpieza, extraccién y concentracion de los analitos de interés en
muestras de orina, seguido del andlisis por cromatografia de liquidos de alta resolucion
con detectores de arreglo de diodos y fluorescencia.

Una de las ventajas de este método es la determinacion especifica de los metabolitos
sin la interferencia de los compuestos progenitores en un tiempo de andlisis muy corto.
Lo anterior se hace posible debido a la selecciéon de longitudes de onda de emisién y
excitaciéon especificas de cada compuesto.

Se propone que este método se aplique al andlisis de muestras de orina de los
habitantes de la poblacién de San Nicolas, Tequisquiapan, Qro., en la cual la mayor
parte de los habitantes se dedica a la fabricacion de ladrillo por lo que la exposicion a
HAPs es cronica, por ello es necesario considerar que las muestras a analizar
contengan ademas de los metabolitos, mezclas complejas de HAPs por lo que como
parte del trabajo realizado se lograron establecer las condiciones O6ptimas de
separacion por CLAR-UV-FL para el analisis de 16 HAPs entre los que se encuentran 14
incluidos en la lista de contaminantes prioritarios de la EPA.

Una vez optimizada la separacion se realizé la validacién instrumental obteniéndose
resultados satisfactorios de precision y linealidad dentro de los criterios de aceptacion
establecidos por la EPA, asi mismo se determinaron los limites de deteccion y
cuantificacion para cada HAP obteniéndose valores del orden de ppm por UV y de ppb
por fluorescencia.

Cabe sefialar que este trabajo es parte inicial de un estudio de evaluacion de riesgo, y
que también habra que evaluar el impacto al ambiente y a la salud que estos

compuestos representan.
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APENDICE 1

Espectros UV
de
HAPs e Hidroxi-HAPs
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Figura A1-1. Espectro de UV del indeno. Concentraciéon 10 mg/L

*DAD1, 2.345 (250 mAU, - ) Ref=1.465 & 3.879 of PAHSF002.D

[ [ | [ [ [ | [
200 225 250 275 300 325 350 375 nm

Figura A1-2. Espectro de UV del naftaleno. Concentracién 10.8 mg/L
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Figura A1-3. Espectro de UV del acenaftileno. Concentracién 10.4 mg/L
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Figura A1-4. Espectro de UV del bifenilo. Concentracién 9.6 mg/L
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Figura A1-5. Espectro de UV del acenafteno. Concentracién 10 mg/L
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Figura A1-6. Espectro de UV del fluoreno. Concentracién 10 mg/L
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Figura A1-7. Espectro de UV del fenantreno. Concentracién 9.6 mg/L
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Figura A1-8. Espectro de UV del antraceno. Concentracién 11.6 mg/L
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Figura A1-9. Espectro de UV del fluoranteno. Concentracién 10 mg/L
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Figura A1-10. Espectro de UV del pireno. Concentraciéon 8.8 mg/L
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Figura A1-11. Espectro de UV del criseno. Concentracién 9.2 mg/L
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Figura A1-12. Espectro de UV del 1,2-benzantraceno. Concentracién 10.4 mg/L
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Figura A1-13. Espectro de UV del benz[e]acefenantrileno. Concentracion 8 mg/L
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Figura A1-14. Espectro de UV del benzo[k]fluoranteno. Concentraciéon 8 mg/L
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Figura A1-15. Espectro de UV del benzo[a]pireno. Concentracion 9.6 mg/L
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Figura A1-16. Espectro de UV del 1,2:5,6-dibenzantraceno. Concentracion 9.6 mg/L
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Figura A1-17. Espectro de UV del beta-naftol. Concentracién 96 mg/L
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Figura A1-18. Espectro de UV del 1-acenaftenol. Concentracion 100 mg/L
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Figura A1-19. Espectro de UV del alfa-naftol. Concentracién 80 mg/L
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Figura A1-20. Espectro de UV del 9-fenantrol. Concentracién 80 mg/L
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Figura A1-21. Espectro de UV del 1-hidroxipireno. Concentracion 120 mg/L
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Cromatogramas
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Figura A2-1. Cromatogramas CLAR-UV-FL obtenidos de la inyeccion de una mezcla
estandar de hidroxi-HAPs. Concentracion aproximada 0.1 mg/L.
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Figura A2-2. Cromatogramas CLAR-UV-FL obtenidos de la inyeccidon de una mezcla
estandar de hidroxi-HAPs. Concentracién aproximada 2 mg/L.
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Figura A2-3. Cromatogramas CLAR-UV-FL obtenidos de la inyeccidon de una mezcla

estandar de hidroxi-HAPs. Concentracidon aproximada 4 mg/L.
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Figura A2-4. Cromatogramas CLAR-UV-FL obtenidos de la inyeccidon de una mezcla

estandar de hidroxi-HAPs. Concentracidon aproximada 6 mg/L.
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Figura A2-5. Cromatogramas CLAR-UV-FL obtenidos de la inyeccidon de una mezcla

estandar de hidroxi-HAPs. Concentracidon aproximada 8 mg/L.
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Figura A2-6. Cromatogramas CLAR-UV-FL obtenidos de la inyeccidon de una mezcla

estandar de hidroxi-HAPs. Concentracion aproximada 10 mg/L.
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Figura A2-7. Cromatogramas CLAR-UV-FL obtenidos de la inyeccidon de una mezcla
estandar de hidroxi-HAPs. Concentracion aproximada 20 mg/L.
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Figura A2-8. Cromatogramas CLAR-UV-FL obtenidos de la inyeccidon de una mezcla
estandar de hidroxi-HAPs. Concentracion aproximada 40 mg/L.
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Figura A2-9. Cromatogramas CLAR-UV-FL obtenidos de la inyeccidon de una mezcla
estandar de hidroxi-HAPs. Concentracion aproximada 60 mg/L.
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Figura A2-10. Cromatogramas CLAR-UV-FL obtenidos de la inyeccién de una mezcla
estandar de hidroxi-HAPs. Concentracion aproximada 80 mg/L.
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Figura A2-11. Cromatogramas CLAR-UV-FL obtenidos de la inyeccion de una muestra
de orina fortificada con hidroxi-HAPs tratada por extraccion en fase sélida.
Concentracion aproximada 0.1 mg/L.
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Figura A2-12. Cromatogramas CLAR-UV-FL obtenidos de la inyeccidon de una muestra
de orina fortificada con hidroxi-HAPs tratada por extraccién en fase sélida.
Concentraciéon aproximada 0.2 mg/L.
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Figura A2-13. Cromatogramas CLAR-UV-FL obtenidos de la inyecciéon de una muestra
de orina fortificada con hidroxi-HAPs tratada por extraccién en fase sélida.
Concentracion aproximada 0.45 mg/L.
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Figura A2-14. Cromatogramas CLAR-UV-FL obtenidos de la inyecciéon de una muestra
de orina fortificada con hidroxi-HAPs tratada por extraccién en fase soélida.
Concentracion aproximada 0.7 mg/L.
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Figura A2-15. Cromatogramas CLAR-UV-FL obtenidos de la inyeccion de una muestra
de orina fortificada con hidroxi-HAPs tratada por extraccion en fase sélida.
Concentracion aproximada 1.0 mg/L.
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Figura A2-16. Cromatogramas CLAR-UV-FL obtenidos de la inyeccién de una muestra
de orina fortificada con hidroxi-HAPs tratada por extraccion en fase sélida.
Concentracién aproximada 0.28 mg/L. Estudio de precisién del método.
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Figura A2-17. Cromatogramas CLAR-UV-FL obtenidos de la inyeccion de una muestra
de orina fortificada con hidroxi-HAPs tratada por extraccion en fase sélida.
Concentracion aproximada 0.82 mg/L. Estudio de precision del método.
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Figura A2-18. Cromatogramas CLAR-UV-FL obtenidos de la inyeccién de una muestra
de orina fortificada con hidroxi-HAPs tratada por extraccion en fase sélida.
Concentraciéon aproximada 0.1 mg/L.

Estudio de limite de deteccion y cuantificacion de método.
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Figura A2-19. Cromatogramas CLAR-UV-FL obtenidos de la inyeccion de una muestra
de orina tratada por extraccion en fase solida. (a) muestra blanco y (b) muestra
fortificada con hidroxi-HAPs. Muestra identificada como M1 en la tabla 4.3.2
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Figura A2-20. Cromatogramas CLAR-UV-FL obtenidos de la inyeccion de una muestra
de orina tratada por extraccion en fase solida. (a) muestra blanco y (b) muestra
fortificada con hidroxi-HAPs. Muestra identificada como M2 en la tabla 4.3.2
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Figura A2-21. Cromatogramas CLAR-UV-FL obtenidos de la inyeccion de una muestra
de orina tratada por extraccion en fase solida. (a) muestra blanco y (b) muestra
fortificada con hidroxi-HAPs. Muestra identificada como M3 en la tabla 4.3.2
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Figura A2-22. Cromatogramas CLAR-UV-FL obtenidos de la inyecciéon de
grado cromatografico tratado por extraccion en fase sélida.
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Figura A2-23. Cromatogramas CLAR-UV-FL obtenidos de la inyecciéon de agua

destilada tratada por extraccion en fase sdlida.



APENDICE 3

Tablas de concentraciones



Tabla A3-1 Concentracion real de cada HAP en las disoluciones utilizadas para las

curvas de calibracion.
Compuesto Concentracion (mg/L)
Acenafteno 50| 40 | 30 | 20 | 10 8 6 4 2 1 | 05
Acenaftileno 52 |41.6 |31.2|20.8|10.4(8.32(6.24 |4.16 | 2.08 | 1.04 | 0.52
Antraceno 58 |46.4 |34.8|23.2|11.6|9.28|6.96 | 4.64 |2.32|1.16 | 0.58
Benz(e)acefenantrileno | 40| 32 | 24 | 16 | 8 | 6.4 | 48 | 3.2 | 16 | 0.8 | 0.4
1,2-benzantraceno | 52 | 41.6 | 31.2 | 20.8 | 10.4 | 8.32 | 6.24 | 4.16 | 2.08 | 1.04 | 0.52
Benzo(k)fluoranteno | 40| 32 | 24 | 16 | 8 | 6.4 | 48| 32|16 | 08| 04
Benzo(a)pireno 48 38.4|28.8(19.2| 9.6 |7.68|5.76 | 3.84 | 1.92 | 0.96 | 0.48
Bifenilo 48 (38.4|28.8[19.2| 9.6 | 7.68|5.76 | 3.84|1.92 | 0.96 | 0.48
Criseno 46 | 36.8 | 27.6 | 18.4| 9.2 | 7.36 | 5.52 | 3.68 | 1.84 | 0.92 | 0.46
1,2:5,6-
dibenzantraceno 48 |38.4|28.8|19.2| 9.6 |7.68|5.76 | 3.84 | 1.92 | 0.96 | 0.48
Fenantreno 48 |38.4|28.8|19.2| 9.6 |7.68|5.76 | 3.84 | 1.92 | 0.96 | 0.48
Fluoranteno 50| 40 | 30 | 20 | 10 8 6 4 2 1 | 05
Fluoreno 50| 40 | 30 | 20 | 10 8 6 4 2 1 | 05
Indeno 50| 40 | 30 | 20 | 10 8 6 4 2 1 | 05
Naftaleno 54 |43.2(32.4|21.6|10.8|8.64(6.48|4.32|2.16 |1.08|0.54
Pireno 441352 26.4|176| 8.8 |7.04|5.28|3.52|1.76 | 0.88 | 0.44
Tabla A3-2 Concentracion real de cada hidroxi-HAP en las disoluciones utilizadas para
las curvas de calibracion.
Compuesto Concentraciéon (mg/L)
1-acenaftenol 106 | 84.8 | 63.6 | 42.4 | 21.2 | 10.6 | 8.46 | 6.36 | 4.24 | 2.12 | 1.06 | 0.636 | 0.424 | 0.212 | 0.106 | 0.0¢
9-fenantrol 96 76.8 | 57.6 | 38.4 | 19.2 9.6 7.68 | 5.76 | 3.84 | 1.92 | 0.96 | 0.576 | 0.384 | 0.192 | 0.096 | 0.0¢
a-naftol 106 | 84.8 | 63.6 | 424 | 21.2 | 10.6 | 8.46 | 6.36 | 4.24 | 2.12 | 1.06 | 0.636 | 0.424 | 0.212 | 0.106 | 0.0¢
B-naftol 102 | 81.6 | 61.2 | 40.8 | 20.4 | 10.2 | 8.16 | 6.12 [ 4.08 | 2.04 | 1.02 | 0.612 | 0.408 | 0.204 | 0.102 | 0.0¢
1-hidroxipireno 94 75.2 | 56.4 | 37.6 | 18.8 9.4 752 | 564 | 3.76 | 1.88 | 0.94 | 0.564 | 0.376 | 0.188 | 0.094 | 0.0¢




Tabla A3-3 Concentracion real de cada hidroxi-HAP en las disoluciones utilizadas para
las curvas de calibracién en orina.

Compuesto Concentracion (mg/L)
1-acenaftenol 1.0 0.82 0.7 0.45 0.28 0.2 0.1
9-fenantrol 0.96 0.79 0.67 0.43 0.27 0.19 0.1
a-naftol 0.96 0.79 0.67 0.43 0.27 0.19 0.1
B-naftol 1.0 0.82 0.7 0.45 0.28 0.2 0.1
1-hidroxipireno 1.12 0.92 0.78 0.5 0.31 0.22 0.11




APENDICE 4

Calculo de limite de deteccion
y limite de cuantificacion



4-A. Calculo del limite de deteccion y limite de cuantificacion.

(Considerando Area de pico)

Si existe una relacion lineal entre la sefial analitica (y) y la concentracion del analito
(x), la “mejor” linea recta que pasa a través de los puntos de la curva de calibracion se

calcula por el método de los minimos cuadrados.

Cada uno de los puntos de la grafica esta sujeto a un error experimental. El método de
minimos cuadrados supone que todos los errores se encuentran en y, lo que provoca
que haya desviaciones en esta direccidon entre los puntos experimentales y la recta
calculada. Algunas de esas desviaciones (conocidas como los residuos de y) seran
positivas y otras negativas, por lo que se intenta minimizar la suma de los cuadrados

de los residuos. La recta se calcula basandose en el principio de que “la linea debe
pasar por el centro de gravedad de los puntos (X, Y)”.

Para la recta

y =a+bx ecuacion 1

S -0 - )]

Z(Xi _;)2

ecuacion 2

a=Yy-bx ecuacion 3

Para calcular los errores aleatorios de los valores de la pendiente y de la ordenada al

origen, primero se calcula el valor de S (desviacién estandar sobre la regresién) con

y/x

la relaciéon:

Z(yl - ycalc)2

S
v n-2

ecuacion 4

Las desviaciones estandar sobre la pendiente (b) y sobre la ordenada al origen (a)

estan dadas por:



Sy, =————=— ecuacion 5

ecuacion 6

Para estimar si los puntos experimentales se ajustan bien o no a una linea recta, se

calcula el coeficiente de correlacion momento-producto, r:

R CERR
e g ]

r= ecuacion 7

Para calcular el limite de deteccién es necesario conocer los intervalos de confianza

sobre la recta calculada:

W\ 2
Y. =y+b(x —x)£tS ,, |1+ L, (=% ecuacion 8

Ny 6%’

en donde t es el valor de la “t de student”, a dos colas, con un nivel de confianza s

para n-2 grados de libertad.

Se calcula primero el valor de y, para X, =0. Con este valor se calcula el valor
correspondiente de Xen la recta Yy_. Para despejar el valor de x de las ecuaciones de

las rectas Yy, se utiliza un término auxiliar C:

(t*sy/x)2

C=b?—— %
04— x)°

ecuacion 9



por lo que, para la recta Yy,

- — tS —y)?
X, = X—B(y— y,) ——2 (1+EJC +M ecuacién 10
C C )" S (% - %)

y para la recta y_

- b~ tS —y)?
X, = X—R(y— Y,)+ vIx (1+EJC +M ecuacion 11
C C n Z(Xi —x)°

Entonces, el limite de deteccidon se obtiene sustituyendo el valor calculado de y, para

x=0 en la ecuacién 11.

Para calcular el limite de cuantificacion, se calcula ahora el valor de y. para x=LD, y
nuevamente con este valor se calcula el valor de x en la recta y.. Este valor

corresponde al limite de cuantificacion.

4-B. Calculo del limite de deteccidn y limite de cuantificacion.

(Considerando Altura de pico)

Para determinar los limites de deteccidén y cuantificacion con los datos de altura se
tomo el valor del ruido en un intervalo entre 3 y 4 minutos, tiempo en el cual no se
obtiene ninguna sefial y no hay ningin cambio de longitud de onda de emisién ni
excitaciéon. Este valor de ruido se multiplicé por 3 para obtener el limite de deteccion y
por 10 para obtener el limite de cuantificacién, obteniéndose el valor medio de dichos
limites en unidades de fluorescencia (sefal). Asumiendo que el valor de sefial a una
concentracion de cero tiene una distribucién normal, el valor medio se multiplicé por 2
para obtener los valores a un nivel de significancia mayor a 95%.

Por dltimo, para obtener los valores de LD y LC en unidades de concentracién, los
valores obtenidos en unidades de fluorescencia se dividieron entre la pendiente de la

recta correspondiente a cada compuesto.
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