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The important thing is not to stop questioning.

Curiosity has its own reason for existing.

Albert Einstein
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RESUMEN

M.C. Magdalena Escobar Saucedo. Fecha de graduacién: Septiembre, 2017.

Universidad Auténoma de Nuevo Leon.
Facultad de Medicina.

Titulo del estudio: DESARROLLO Y VALIDACION DE UN METO,DO PARA LA
DETERMINACION DE METABOLITOS DEL TABACO EN MUESTRAS BIOLOGICAS.

Numero de péaginas: 162 Candidato para el grado de Doctor en Ciencias
con especialidad en Quimica Biomédica.

Area de estudio: Quimica Analitica

Propoésito y Método de Estudio:

Los problemas relacionados al consumo de tabaco tienen un gran impacto en la salud
de la poblacion mundial, por lo que la busqueda de marcadores adecuados para la
determinacion de factores de riesgos es un tépico de interés actual. El NNAL y sus conjugados
han sido utilizados como marcadores del riesgo de sufrir afecciones pulmonares por el consumo
del tabaco; sin embargo su determinacion puede ser compleja ya que se requiere de métodos
laboriosos de preparacion de muestra ademas de equipos con detectores especificos y de alta
resolucion. El presente trabajo plante6 el desarrollo y validacién de un método analitico para la
determinacion del NNAL. Se estudié el comportamiento de técnicas como SPE con distintas
fases adsorbentes, asi como la SPME en su modalidad de headspace y el uso de cromatografia
de gases-espectrometria de masas de baja resolucién. Para la optimizacion de los métodos de
extraccion se empled disefios de experimentos, tanto factorial fraccionado para determinar las
variables de mayor influencia en el desempefo de cada una de las técnicas de preparacion de
muestras, asi como el disefo simplex para optimizar las variables de mayor influencia. La
seleccion del método se baso en el % de recuperacion, la DER y la comparacion de costos de
los métodos. De los tres métodos de preparacion de muestra desarrollados, el método HS-
SPME tuvo baja sensibilidad, el método de SPE-tC18 que tuvo una recuperaciéon de 130.3 % y
un % DER del 10 % y finalmente el método SPE-MIP presentd una recuperacion del 120 % con
un 8.3 % de DER. Se seleccion6 el método de SPE-MIP para preparacion de muestras el cual
presentdé un comportamineto cuadrético, una precisién entre el 1.3 y el 8 % DER, una exactitud
menor al 12 % y limite de deteccién de 0.7 ng mL-'y un limite de cuantificacién de 2 ng ml™. No
fue posible determinar NNAL en muestras de orina de fumadores.

Contribuciones y Conclusiones:

Se desarrollaron y optimizaron tres métodos de preparacion de muestra para el andlisis
de NNAL en muestras de orina. El trabajo desarrollado aplicé por primera vez la SPME en
modalidad HS al andlisis de NNAL en muestras de orina. No fue posible detectar el NNAL en
muestras de orina de fumadores cuando se empleé el SPE-MIP para la preparacion de las
muestras.

FIRMLA DEL DIRECTOR DE TESIS

| = o -
-l/-';':'ﬂ* g d "Fr. s _.-IE"!",\__.- ::I -.'-hf'
DOra. C. Mozmil H, Wiil':l'l'l'h'l; Minsky

XXI



CAPITULO 1

INTRODUCCION.

1.1. Historia del consumo del tabaco.

El tabaco es una planta de la familia de las solanaceas, originaria de
América, donde su cultivo y uso se extendié durante siglos. El alcaloide
principal contenido en las hojas del tabaco es la nicotina, cuya proporcion en las
hojas es muy variable segun las clases de tabaco, por ejemplo el tabaco

empleado para fumar suele contener un 3% de nicotina.

Nicotiana tabacum, la especie utilizada por los nativos en América
Central y Sudamérica, no se encuentra de forma silvestre, sino s6lo como
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planta cultivada;' se caracteriza por ser una planta perenne, de hojas grandes y
perfectamente aisladas, con abundante vena y semillas extremadamente
pequefias y numerosas.? Los andlisis genéticos han mostrado que es un hibrido
resultante del cruce de dos especies salvajes, Nicotiana sylvestris y Nicotiana
tomentosiformis. La planta Nicotiana rustica, especie cultivada en Norteamérica,

posee un mayor contenido en nicotina que la N. tabacum.

En América, el tabaco formé6 parte de las costumbres de la sociedad
prehispanica, ya que el consumo de la hoja, estuvo ligado a practicas rituales,

sociales, culturales y asi como también con fines curativos.?, ®

Después del descubrimiento de América, el tabaco se introdujo en
Europa, donde se difundié rapidamente por este continente y en Rusia, y llegé a
China, Japén y la costa occidental de Africa en el siglo XVII, debido a que se
creia que el tabaco era util para curar eccemas, cefaleas, ceguera, dolor de

muelas, tos e incluso asma cronico.’

En el siglo XVIIl, el incremento de la demanda del tabaco por
consumidores europeos, asiaticos, africanos y del medio Oriente, convirtié a la
industria tabacalera en una actividad econdmica muy redituable, convirtiendo al

tabaco en un fenémeno de gran importancia para la economia mundial.?,



1.2 Tabaquismao.

El tabaquismo se considera un trastorno que implica un consumo
perjudicial de tabaco, lo que conduce a problemas fisicos o psicoldgicos,
sindrome de dependencia y sindrome de abstinencia. La Organizacion Mundial
de la Salud inform6 que cualquier cantidad consumida de tabaco puede tener

efectos secundarios peligrosos.*

El tabaco es el unico producto de consumo legal que puede dafar a
todos los que se exponen a él y causar la muerte hasta 15 afos antes de la
esperanza de vida, en promedio, de alrededor del 50 % de las personas que lo
utilizan voluntariamente. La Organizacion Mundial de la Salud, reporté en el
2008 que las muertes debidas al tabaco superaron los cinco millones de
personas y de continuar con la misma tendencia, esta cifra aumentaria a mas
de ocho millones de defunciones para el afio 2030.° En la figura 1 se muestra la
distribucidén de defunciones del afio 2008, en la cual se puede observar que el
tabaquismo es factor de predisposicion a sufrir afecciones cardiacas,

enfermedades cerebro-vasculares, enfermedad pulmonar entre otras.
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Millones de defunciones (2005)
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isquémica cerebro- de las vias pulmonar diarreicas traquea, de tabaco
vasculares respiratorias  obstructiva bronquios,
inferiores cronica pulmones

Figura 1 Distribucién de las 8 principales causas de defuncion en el mundo.’

1.3 Tabaco y su implicacién en la salud.

Durante el siglo XVI empez6 a considerarse al tabaco como una droga, lo
que llevd a tomar medidas al respecto. En el aiio 1600 en China, el filésofo
Fang, afirm6 que fumar tabaco producia quemaduras en los pulmones. Asi

mismo, en el afio 1620 el uso del tabaco se prohibié en Japén.®

En 1881 Garcia Ramén, en su libro “El arte de fumar, tabacologia
universal” hace mencion de que se tenia en cuenta el dafio del tabaco, pero

solo en los siguientes casos: “Ya lo hemos dicho, y volvemos a repetirlo: el



tabaco es peligroso cuando se abusa de él 6 bien por una predisposicion
individual. Existe empero un caso en que su accion nociva es positiva e
incontestable, y es durante la infancia y primera juventud. De los diez a los
quince anos, debe el hombre abstenerse del tabaco, pues en este periodo de la

vida ejerce una influencia perjudicial en los 6rganos cerebrales”.®

Fue hasta el afno de 1929 cuando Fritz Lickint publicé evidencia
estadistica que relaciona el cancer pulmén y el tabaco; y en 1939 se presenta el

primer estudio epidemiolégico elaborado a nivel mundial al respecto.®

En 1956, la OMS declar6 que el tabaco es la principal causa previsible o
evitable de muerte precoz. Actualmente se relaciona al consumo de tabaco con
mas de 25 enfermedades y es el principal factor causante de cancer de pulmoén,
esofago, laringe, boca, garganta, rindn, vejiga, pancreas, estbmago y cérvix, asi
como de leucemia mieloide aguda.” Es importante remarcar que las personas
no fumadoras expuestas al humo de cigarro, fumadores pasivos o involuntarios,
presentan efectos adversos en la salud mas alld de sélo irritacion en la
conjuntiva ocular y tracto respiratorio superior. Se ha reportado que los nifios
expuestos al humo de segunda mano tienen un aumento del riesgo de
sindrome de muerte subita del lactante, infecciones respiratorias agudas vy
asma mas grave, entre otras enfermedades. En el caso de los adultos no

fumadores pueden desarrollar cancer de pulmén, asi como efectos inmediatos



en el sistema cardiovascular, que incluyen: hipertensién, arteriopatia coronaria,

accidente cerebro-vascular e insuficiencia cardiaca congestiva.®

1.4 Situacién en México.

En México durante el ano 2010, segun el reporte de Guerrero-Lépez et
al., fallecieron alrededor de 60 mil personas, es decir 165 muertes por dia, a
causas atribuibles al tabaco.® Segun la Encuesta Nacional de Adicciones 2011,
en nuestro pais hay 17.3 millones de fumadores, lo que representa un 21.7 %
de prevalencia del consumo activo de tabaco, siendo en promedio de 7
cigarrillos por dia. En ese mismo ano, se reportd una prevalencia de exposicidén
al humo de tabaco ambiental (HTA) de 30.2 %, lo que se traduce a 12.5

millones de mexicanos, que nunca han fumado, estan expuestos al HTA.™

El 25 % de las muertes debidas al consumo de tabaco se producen en

las edades medias de la vida, lo cual ocasiona pérdidas de productividad laboral

y elevados costos para el sector salud.>, ™



1.5 Marcadores biolégicos.

La mayor parte de los dafios que causa el tabaco en la salud se ponen
de manifiesto hasta varios anos después del inicio del consumo; debido a lo
cual, las investigaciones se han centrado en la busqueda de marcadores
bioldgicos de exposicion al tabaco para poder estudiar y/o predecir efectos a la

salud de los individuos fumadores asi como no fumadores expuestos al HTA.



1.5.1 Definicion e importancia de los marcadores bioldgicos.

Los marcadores biologicos, también Illamados biomarcadores, son
cualquier cambio medible, ya sea quimico, fisiolégico o morfoldgico, que refleja
una interaccién entre un sistema bioldgico y un peligro potencial; por ejemplo, el
nivel de colinesterasa en sangre disminuye por la exposicion a plaguicidas
organofosforados. La respuesta medida puede ser funcional y fisiologica,
bioquimica, a nivel celular o interacciones moleculares."”” Los marcadores

biolégicos pueden clasificarse en tres grupos'?:

a) Biomarcadores de exposicidn: permiten la medicién de la dosis interna de
un compuesto téxico o de sus metabolitos en fluidos del cuerpo o

productos de excrecion, mediante un analisis quimico.

b) Biomarcadores de susceptibilidad: sirven como indicadores de una
sensibilidad particular de los individuos para el(los) efecto(s) de un
xenobibtico o de un grupo de tales compuestos.

c) Biomarcadores de efecto: también llamados de respuesta, son indicativos
de cambios bioquimicos dentro de un organismo como resultado de la

exposicidén a xenobidticos.



La importancia de la busqueda de biomarcadores del tabaco se debe a
que permiten conocer la prevalencia del consumo, estudiar el impacto de los
nuevos tratamientos, verificar la exposicion al humo de primera o0 segunda

mano, asi como para constatar si un tratamiento se cumple correctamente.’

1.5.2 Caracteristicas ideales de los marcadores biolégicos del tabaco y las

variables que influyen en su concentracion.

Dentro de los candidatos a ser biomarcadores del tabaco, se encuentran
el mond6xido de carbono en el aire espirado o productos de la combustiéon del
tabaco, como la nicotina, cotinina, tiocianatos, anabasina, entre otros, cuya

determinacién se puede realizar en liquidos bioldgicos o en aire ambiental.

Las caracteristicas ideales que deberia cumplir un candidato para ser

biomarcador son'®:

1. Ser especifico, es decir que el humo de tabaco sea su Unica fuente de

produccion.
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2. Presentar aumento proporcional entre la concentracién y el consumodel
tabaco.

3. Ser cuantificable de manera sencilla, econémica y sensible, empleando
técnicas habituales.

4. Presentar correlacion entre su concentracién y la de otros compuestos
del humo del tabaco.

5. Que exista una emision similar del marcador por las distintas marcas de

tabaco.

Aunque es deseable que los biomarcadores del tabaco presenten todas
las caracteristicas anteriores, es dificil conseguir una molécula que cumpla con
todas las condiciones, por lo que las investigaciones se han centrado en la
busqueda y validacion del uso de compuestos relacionados con el tabaco que

presentan varias de las caracteristicas mencionadas anteriormente.

La concentracion en que se pueden encontrar los biomarcadores en los
fumadores son influenciadas por factores como: el nimero de cigarrillos por dia,
el numero de afnos de consumo, el nivel de monoxido de carbono en aire
espirado (como medida indirecta de la profundidad de la inhalaciéon de la
calada) y las caracteristicas idiosincraticas de cada fumador, es decir el nimero
de bocanadas de aire inspirado por cigarrillo, el tiempo de retencién de la

inhalacion, entre otras.



11

1.5.3 Nitrosaminas especificas del tabaco.

Las nitrosaminas especificas del tabaco (TSNA, por sus siglas en inglés)
se generan durante la fermentacién, el curado y el afiejamiento de la hoja de
tabaco; estas moléculas son buenas candidatas para ser biomarcadores del
consumo de tabaco, ya que sélo se encuentran en los productos derivados de
este.’, ' Las TSNA son altamente cancerigenas y estan clasificadas en los
grupos 1 y 3 de la Agencia Internacional para la investigacion de Cancer
(IARC).'® La formacién de estos compuestos se lleva a cabo por la nitrosacion
aminas terciarias como la nicotina, previa hidrélisis, 0 de aminas secundarias
como: nornicotina, anabasina, anatabina, presentes en el tabaco, produciendo
diferentes nitrosaminas, las cuales contienen en su estructura el grupo funcional
nitroso unido al nitrégeno de la amina; en la Figura 2 se muestran las

principales TSNA y su posterior metabolismo.'®, 16
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Figura 2 Esquema de la formacién de diversas TSNAs.'’

La 4-(metilnitrosamino)-1-(3-piridil)-1-butanona, llamada también NNK, es
la principal nitrosamina derivada de la nicotina. La NNK es un procarcind6geno
que para ejercer efecto tumorigénico requiere activacion metabdlica, la cual
puede ser por tres rutas principales: reduccion del grupo carbonilo, N-oxidacion
y la a-hidroxilacién del anillo de piridina.'® El producto de la reduccién del grupo
carbonilo es el 4-(metilnitrosamino)-1-(3-piridil)-1-butanol, también conocido
como nitrosamina alcohol derivada de la nicotina (NNAL). EI NNAL presenta
niveles séricos muy bajos, ya que es un sustrato de la enzima
glucuronosiltransferasa que lo transforma en conjugados del acido glucorénico
(NNAL-Glu), los cuales pueden formarse tanto en el grupo carbinol, para formar

NNAL-O-Glu, como en el nitrégeno del anillo de piridina resultando
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NNAL-N-Glu, ver estructuras en la Figura 2, siendo depurados rapidamente por

el organismo mediante excrecién por la orina.'®°

1.6 Determinacién del carcindgeno
4-(metilnitrosamino)-1-(3-piridil)-1- butanol (NNAL).

Para la determinacién de NNAL en orina se han reportado diferentes
métodos, los cuales involucran etapas de extraccion, limpieza del extracto y
analisis cromatografico. En general, los métodos involucran el empleo de

instrumental especializado de elevados costos.
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1.6.1 Técnicas cromatograficas.

La tabla 1 presenta la evolucion de los métodos analiticos en la
determinaciéon del NNAL; donde se puede observar que las técnicas
cromatograficas empleadas para su andlisis son: cromatografia de gases con
analizador de energia térmica (GC-TEA), cromatografia de gases con detector
de masas selectivas (GC-MSD), cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas en tandem (GC-MS/MS) y la cromatografia de
liguidos de alta resolucion acoplada a espectrometria de masas en tandem

(HPLC-MS/MS).

Cada una de estas técnicas presenta ventajas y limitaciones. La GC-TEA
posee un detector altamente sensible para compuestos que poseen en su
estructura grupos nitro (-NO) y/o nitroso (-NO).?" Las desventajas que presenta
esta técnica son: la gran cantidad de volumen de muestra requerida y que los
procesos de preparacién de muestras son muy laboriosos y costosos;?? la
mayoria de los laboratorios no podria justificar el uso de un detector tan
especializado debido a que no tienen una aplicacion regular y frecuente,
ademas de que el detector no puede distinguir la coelucion de compuestos
nitrosos.?® Al utilizar esta técnica cromatografica con las primeras técnicas de

preparaciéon de muestras, se podia detectar de 0.23—1.00 ug de NNAL y de
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0.57-6.50 pug de NNAL-Glu por orina de 24 horas® y en los ultimos reportes

utilizando esta técnica se detectaron de 0.018 ng mL™" de NNAL.%

La GC-MSD se ha utilizado poco para el analisis asi como para la
confirmacion tanto del NNAL como del NNAL-Glu en muestras de orina.
Carmella et al. en 1993 utilizaron un GC-MS-SIM empleando ionizacién quimica
positiva, utilizando metano como reactivo de ionizacion, para la identificacion
del NNAL derivatizado .2* Mientras Bernet et al. reportaron el uso de GC-HRMS
para el andlisis de NNAL y el método desarrollado presentd limites de deteccion
de 0.6 pg mL™;?® esto debido a que la detecciéon de HRMS agrega especificidad
al andlisis requiriendo que la sefal registrada tenga la masa exacta, dentro de
un intervalo estrecho, correspondiente al analito y la eliminacion del ruido
quimico permite Iimites de deteccién del rango de picogramos.?” Por otra parte,
la GC-MS/MS es de gran utilidad para la elucidacion estructural y el analisis
cuantitativo, donde el primer analizador proporciona una separacion de masa
nominal del analito de la matriz y el ion seleccionado experimenta activacion
por colision (CA) para formar fragmentos estructuralmente relevantes.?” Sin
embargo, a pesar de tener limites de deteccion mejores que GC-TEA, la GC-

MS/MS se ha utilizado principalmente para la confirmaciéon de los picos

cromatograficos ya que los costos de adquisicién del equipo son elevados.?®

Finalmente, tenemos el desarrollo de la HPLC-MS/MS, la aplicacién de esta

técnica ha encontrado una répida aceptacion en el anadlisis de NNAL en



16

muestras bioldgicas, debido a la necesidad del analisis de un mayor nimero de
muestras y un tiempo de analisis menor. La HPLC-MS/MS requiere una
preparacion de muestra simple, la separacion de los analitos se alcanza en un
menor tiempo y posee buena sensibilidad y selectividad al operar en modo de
monitoreo de reaccidon multiple; sin embargo presenta la desventaja de la
posible supresion idnica de las muestras que podria llevar a la mala
cuantificacién de las mismas.?® Los limites de deteccién reportados con el uso
de HPLC-MS/MS es 0.3 - 1.49 pg mL" con técnicas de preparacién de

muestras menos laboriosas y menor cantidad de muestra utilizada.*°-2



Tabla 1 Compilacion de los estudios que analizan NNAL y NNAL-Glu.

TSNA Tipo de . - Volumen Técnica de preparacion de . .
analizada muestra Método analitico utilizado muestra Comentarios Referencia
Determinaron NNAL-Glu obteniendo
GC-TEA Extraccion Liquido-Liquido, la forma libre por hidrélisis con
NNAL® y Orina de confirmaciény or 100 mL posterior limpieza por HPLC y B-glucoronidasa (5000 unidades e Carmella et al.,
NNAL-Glu © 24 h GC.MSD P Derivatizacion utilizando incubacion de 16 h). Utilizaron ds- 1993.%
trimetilclorosilano NNAL y ds-NNAL-Glu como estandar
interno.
NNAL® y Orina de GC-TEA 100 mL Método desarrollado por Utilizaron iso-NNAL como estandar y Hecht et al.,
NNAL-Glu® 24 h Carmella et al., 1993 500000 U de B-glucoronidasa. 1993.%°
NNK ¢ Método de Carmella et al. . . ,
1 Muestra ~ ’ Utilizaron iso-NNAL como estandar y Murphy
NNAL?, . GC-TEA 20 mL 1993, con pequeiias 34
NNAL-GIu aleatoria modificaciones. un volumen menor de muestra. etal.,, 1994.
Utilizaron iso-NNAL como estandar
a : Método de Carmella et al., interno. Probaron tres tipos de
N’?'\INA/E_L@Z c Dr'gfgigtlgz GC-TEA 25 mL 1993, con pequefias B-glucoronidasa.(IX-A, H-1 y B-1) Carngg gal,
P modificaciones. observando que el mejor rendimiento '
se obtuvo con la enzima IX-A.
NNAL total ° : , El preservador de muestra utilizado
y Orér;ahde GC-TEA 25 mL Mgt:rdn: e?lzs:;r;/"afigg%or fue sulfamato de amonio al 20 % en - a}frisgt& 36
NNAL-Glu © o acido sulfurico 3.6 N. ” '
NNAL?y Muestra Método desarrollado por Aplicacion del método sin Richie et al.,
NNAL.Glu | aleatoria GC-TEA 20-25 mL Carmella et al., 1995. modificaciones. 1997.%
NNAL?®y Orina de Método desarrollado por Utilizaron acido ascérbico como Taioli et al.,
NNAL-Glu® 24 h GC-TEA 20-25 mL Carmella et al., 1995. preservador de muestras. 1997.%®
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Tabla 1 Continuacién

TSNA Tipo de Método analitico Volumen Técnica de preparacién de Comentarios Referencia
analizada muestra utilizado muestra
Utilizaron iso-NNAL como estandar
GC-TEA interno y 25000 U de (-
& Muestra ) ., y Método de Hecht et al., 1993 glucoronidasa. El andlisis Parsons et al.,
NNAL-Glu . confirmacion por 50 mL - . s o 39
aleatoria con pequenas modificaciones. cromatografico se realizé con una 1998.
GC-MS/MS .
columna capilar DB-1701 (830 m x
0.32 mm x 0.25 pm).
NNAL?y Orina de con?r?w;zggnypor 25 mL Metfggsd:o:?);n;iﬁ:é al, Aplicaron el uso de columnas Hecht et al.,
c . 40
NNAL-Glu 24 h GC-MS/MS modificaciones. capilares como Parsons et al., 1998. 1999.
NNAL®y Muestra GC-TEA 4-9mL Método de Carmella et al., Utilizaron iso-NNAL como estandar Lackmann
NNAL-GIu® | aleatoria 1995 y Parsons et al., 1998 interno y 10000 U de B- etal., 1999.*
con pequenas modificaciones. glucoronidasa.
NNAL®y Muestra GC-TEA 20 mL no Método de Carmella et al., La purificacion de las muestras se Anderson et al.,
NNAL-Glu® | aleatoria fumadores y 1993, Hecht et al., 1993 y realizé con una columna Luna (de 2001.%
5 mL para Parsons et al., 1998 con 4.6 x 250 mm de 5um tamafo de
fumadores pequenas modificaciones. particula)
NNAL®y Muestra GC-TEAYy 20 mL Método de Hecht et al., 1993 y Para la hidrdlisis utilizaron 25000 Hecht et al.,
NNAL-GIu® | aleatoria | confirmacién por Parsons et al., 1998 con unidades de 2001.
GC-MS/MS pequenas modificaciones. B-glucoronidasa. La limpieza de los

extractos se realiz6 por HPLC fase
normal e inversa.
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Tabla 1 Continuacién

Referencia

TSNA Tipo de Método analitico Volumen Técnica de preparacién de Comentarios
analizada muestra utilizado muestra
NNAL-O- Muestra GC-TEA 10 mL Extraccién en fase sélida con En la fraccion 1(metanol 10%) se Carmella
Glu, aleatoria cartuchos SepPakVac C18 de eluyé el NNAL-Glu, que etal., 2002.*
NNAL?y 2g. posteriormente se dividié en dos
NNAL-N-Glu alicuotas tratadas con: hidréxido de
sodio (NNAL-N-Glu) y la otra con 8
glucoronidasa (NNAL-N-Glu y NNAL-
O-Glu). La fraccién 1 contenia NNAL
libre y se eluy6 con metanol 50%.
Se utilizé iso-NNAL como estandar
interno.
NNAL?y Orina de GC-TEA No Método de Hecht et al., 1999. La limpieza de los extractos se Hecht et al.,
NNAL-Glu ° 24 h especificado realiz6 por HPLC fase normal e 2002.%
inversa.
NNAL total® | Muestra GC-TEA, se 4.5 mL Extraccion liquido liquido de la | Para la extraccion liquido-liquido con Camella
aleatoria realizaron fumadores y muestra acidificada. La soporte se utilizaron cartuchos et al., 2003.%
pruebas con GC- | 20 mL en no limpieza por extraccién Chem-Elute. Las condiciones de
MS/MS fumadores liquido-liquido con soporte y derivatizacion fueron: calentamiento
se enriquecio por HPLC y se a 50 °C por 1 h. Se encontré buena
derivatizé. sensibilidad con GC-MS/MS.
tomlpara | b ccis | Uil los cartuchos Oasis MCX
NNAL® y Orina 24 NNAL y xtraccion ,en un solo p,also ilizaron los caf uchos Oasis Byrd y Ogden,
c HPLC-MS/MS por extraccién en fase solida. | de 60 mg. El estandar interno fue ds- 20
NNAL-Glu horas 5 mL para . . - . e 2003.
De intercambio catiénico. NNAL. No se requirié derivatizacion.
NNAL total
b Muestra Método de Carmella et al., Se realiz6 el seguimiento de Murphy et al.,
NNAL total aleatoria GC-TEA 4.5 mL 1995, Hecht et al., 1999. diversos biomarcadores urinarios. 2004.%
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Tabla 1 Continuacién

TSNA Tipo de Método analitico Volumen Técnica de preparacién de Comentarios Referencia
analizada muestra utilizado muestra
Extraccion liauido-liquido. en Utilizaron como estandar interno
dos con dicioﬂes "mq oo | "°CoNNAL. La hidrolisis del NNA-
NNAL?y | Muestra | GC-MS de alta - e 56" dap Glu la realizaron con 10000 Bernet et al.,
NNAL-Glu® | aleatoria resolucion N ca, ¥ unidades de 2005.%
derivatizacién con anhidrido : :
- . B-glucoronidasa de H. pomiata y con
del acido heptafluorobutirico. . L
incubacion de 48 h.
) El estandar interno fue '°Cs-NNAL.
Extraccion en un solo paso o
. i No se requirié derivatizacién. Para la
Muestra por extraccion en fase solida, hidrolisis realizaron estudios con la B
NNAL total® \ HPLC-MS/MS 5 mL utilizando cartuchos con : : Xia et al., 2005."
aleatoria . glucoronidasa IX-Ade E. coliy la
polimeros molecularmente ,
. H-1de H. pomiata, no encontraron
impresos. . L
diferencia significativa entre ambas.
La limpieza del extracto lo realizaron
por extraccion en fase solida de
NNAL?y Muestra GC-TEA No Método de Carmella et al., intercambio i6nico y como estandar Hecht et al.,
NNAL-Glu® | aleatoria especificado 2003. interno el 2006.4
5-(metilnitrosamino)-1-(3-piridil)-1-
pentanol.
. o , . Stepanov
b Muestra No Método de Hecht et al., 1999 Utilizaron como estandar interno el 25
NNAL total aleatoria GC-TEA especificado y Hecht et al., 2001. C5-NNAL. etal., 2006.
NNAL?®y Orina 24 HPLC-MS/MS No Eﬁﬁgﬂgg gg;ﬁiﬁossogia Utilizaron d;-NNAL como estandar Scherer
NNAL total® horas especificado interno. etal., 2007.*

intercambio cationico.
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Tabla 1 Continuacién

TSNA Tipo de Método analitico Volumen Técnica de preparacién de Comentarios Referencia
analizada muestra utilizado muestra
Método basado en Carmella | Realizé estudios utilizando GC-TEA
NNAL total ® gf::tf)trrlz HPLC-MSMS | e(’:'iﬁca 4o | etal, 1995, Carmela et al. y He;géfi(?’"
P 2003 y Carmella et al., 2005. HPLC-MS/MS :
b Muestra Extraccién Liquido-Liquido Se realizé derivatizacion con Jacob I
NNAL total aleatoria HPLC-MS/MS 5mL con variaciones de pH. anhidrido hexanoico. et al., 2008.”"
Extraccién en fase sélida con
NNAL total®, polimeros moIecuIal_rr,nente ; .
NNNE total No impresos y Exltracmon en Los gstanda_res |[1ternos fueron los Kavvadias
NAB total © y especificado HPLC-MS/MS 6 mL fasga, sgllda de m’ger,camblo analitos de !r)teres deute[a}dos. La ot al.. 2009 52
NAT' cationico se realiz6 con la extraccion en fase sélida. ’
finalidad de enriquecer el
extracto
Extraccién liquido con
soporte y posteriormente una | Laextraccién liquido con soporte se
NNAL?y Muestra extraccion liquido-liquido y el realizé en cartuchos ChemElute. Ashley et al.,
NNAL total® | aleatoria HPLC-MS/MS L paso final extraccion en fase | Método cromatografico por Xia et al., 2010.%°
sélida con polimeros 2005.
molecularmente impresos
Extraccion liquido-liquido. Utilizaron ds-NNAL como estandar
X Derivatizacién con interno. Se empleé un método de
NNAL "y Muestra acetonitrilo/ yoduro de n- dilucion isotépica estable en 54
NNAL total® aleatoria APEG SIS 25 mik propilo. Posterior purificacion combinacién con HPLC-MS/MS y Bt & &, 2011
por extraccién en fase soélida | empleo del monitoreo de reacciones
de intercambio catiénico. multiples.
Para el analisis se ajusto el pH de la
Extraccién en linea con 9f”?a entre 5 y 7. Se rgaliz_é el
NNAL?y Orina de 24 HPLC-MS/MS 1mL columnas capilares de lanaI|3|s del NN%'.‘ f[otaldhldrollzsnf?o Shah I 2011.%
NNAL-GIu © h C-MS m microflujo con polimeros a muestra acondicionada con buffer ah et al., .

molecularmente impresos.

de fosfatos pH 6.4 y 20000 unidades
de B-glucoronidasa H-1 y se
incubaron por 48 h.
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Tabla 1 Continuacion

TSNA Tipo de Método analitico Volumen Técnica de preparacién de Comentarios Referencia
analizada muestra utilizado muestra
Agregaron 5 mL de buffer de fosfatos
50 mM, ajustaron el pH a 6.3,
NNAL total ® Orlnahde 24 HPLC-MS/MS 5 mL Método b:I.S,aZd(;)OgT] Shah et ad|C|onya;%%gongnciide;g:;aggaéjnterno Hou et al., 2012.5°
glucoronidasa en buffer de forsfatos
pH 7.2.
Se analizaron los analitos sin
hidrolizar. El estandar interno fue
3Cs-NNAL. El método desarrollado
NNAL?, Extraccion liquido-liquido, se compard con los métodos
NNAL-O-Glu Muestra HPLC-MS/MS 10 mL seguida de una extraccién en | enzimaticos reportados por Shah et | Yao et al., 2013.%
y aleatoria fase sélida de intercambio al., 2009 y Hou et al., 2012 y se
NNAL-N-Glu cationico. observé una variacién en los
resultados de -8.39 % a 13.38 %
para el NNAL y de -3.04 % a 21.54
% para el NNAL total.
e La determinacion de los analitos se
Sz GUEe 207 realizé dividiendo el volumen de
SUERis (5] B D el muestra en 3 fracciones:80 L para
laca de 96 pozos, seguida : :
NNAL® P poz0s, seg NNAL libre, 60 pL para NNAL-N-Glu
, por una extraccion en fase
NNAL-O-Glu Muestra solida en formato de placa e pere NNAL (o Carmella 7
y aleatoria HPLC-MS/MS 180 pL de 96 pozos. El tratamiento Para la ext_rgccién liquido con etal., 2013.°
NNAL-N-Glu de los analit-os se baso en S0 e Iz (22 plEess e

una adaptacioén del
procedimiento de Carmella et
al., 2002.

Isolute SLE+ y la para extraccién en
fase solida se emplearon placas de
Oasis MCX. El estandar interno
utilizado fue "*Ce-NNAL

Nota: °NNAL: NNAL libre,> NNAL Total: NNAL libre + NNAL-Glu,® NNAL-Glu: NNAL-N-Glu + NNAL-O-Glu, ¢ NNK: nitrosonicotina cetona,
® NAB:nitrosoanabasina, "NAT: nitrosoanatabina, ¢ NNN: nitrosonornicotina
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1.6.2 Preparacion de muestras.

La preparacion de muestras consiste en convertir una muestra real a un
formato que sea adecuado para el andlisis por alguna separacién analitica u
otra técnica. Esta etapa del método analitico, consume alrededor del 80 % del

tiempo total del analisis de una muestra,®® siendo sus principales objetivos:

1. Favorecer la selectividad del método, mediante la remocion de

interferencias potenciales presentes en la muestra.

2. Incrementar la concentracidon del analito y asi potenciar la sensibilidad del

ensayo.

3. Convertir el analito a una forma mas adecuada para su detecciéon o

separacion.

4. Proveer un método robusto y reproducible que sea independiente de las

variaciones en la matriz de la muestra.

Se debe considerar que estas técnicas presenten: una minima pérdida
de muestra, una buena recuperacién del analito de interés, una eficiente
eliminacion de compuestos no deseados, un facil acoplamiento a las técnicas

de andlisis, ser de facil aplicacién y presentar el minimo costo.>®
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En la tabla 1, ademas de las técnicas cromatograficas empleadas para el
analisis del NNAL, también se pueden observar las técnicas de preparacion de
muestras utilizadas para el analisis de NNAL y NNAL-Glu, asi como
comentarios de interés para cada uno de los procedimientos, siendo la
extraccion liquido-liquido, la extraccion en fase soélida y la extraccion en fase
sélida utilizando polimeros molecularmente impresos las técnicas mas

utilizadas; por lo que vale la pena hacer una breve descripcién de las mismas.

1.6.2.1 Extraccion liquido-liquido.
La extraccién liquido-liquido (LLE) ha sido la técnica de preparacion de

muestra predominante en el andlisis de NNAL y NNAL-Glu. La LLE se basa en
la transferencia de un analito de una muestra acuosa a un solvente inmiscible
en agua, es decir, se basa en la relacion de particion (Kp), lo que representa la
razén de la distribucion de una sustancia entre dos fases inmisibles, en este
caso una fase acuosa y una orgénica, cuando el sistema esta en equilibrio y a
una temperatura constante.”® Es la forma mas simple de la extraccion y
purificacion de analitos a partir de muestras liquidas y ha sido ampliamente
utilizada en el analisis de muestras biol6gicas. Dentro de las desventajas que
presenta la LLE son la formaciéon de emulsiones, multiple manipulaciéon de la
muestra, puede consumir mucho tiempo asi como el uso de grandes cantidades
de solventes organicos potencialmente toxicos, lo que conlleva a la produccion

de grandes vollimenes de residuos toxicos.®’
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En los primeros reportes para la determinacién del NNAL y NNAL-Glu se
utilizé como principal técnica de extraccion la LLE, tomando como modelo la
metodologia que reporté Carmella et al. en 1993,%* |a cual consisti6 en realizar
una extraccion liquido-liquido de la orina a pH neutro con acetato de etilo; esto
con la finalidad de separar la fraccién libre (contenida en la fase organica) de la
fraccidén conjugada del NNAL (contenida en la fase acuosa). Posteriormente, la
fase acuosa se sometid a un proceso de concentracion seguido de una
hidrélisis enzimatica del NNAL-Glu, para lo cual se utilizé la enzima B-
glucuronidasa tipo IX-A para liberar el NNAL del conjugado. Terminada la
hidrélisis, se realizdé una limpieza mediante dos procesos de particién. Para el
primero, se acidifico la fase acuosa para provocar la ionizacion del NNAL y de
esta manera asegurar su permanencia en la fase acuosa; mientras que en el
segundo proceso de particidon se neutralizé la fase acuosa, con lo cual el NNAL
se convirtié en su forma no ionizada y se recuperé mediante una extraccién con
diclorometano. Tanto la fraccibn de acetato de etilo como la fraccion de
diclorometano fueron llevadas a sequedad, se reconstituyeron en agua y fueron

purificadas mediante HPLC.

Las fracciones purificadas se derivatizaron con trimetilclorosilano, con la
finalidad de producir un derivado de trimetilsileter eter del alcohol secundario

para su analisis por GC-TEA.**
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Este método de preparaciéon de muestra fue utilizado como base para
posteriores trabajos con la aplicacion de pequefas modificaciones, entre las

que se pueden mencionar: cambio del estandar interno utilizado;®, 3°, 343 4

%6 %2 diferente cantidad de enzima requerida en el paso de hidrélisis;**, ®* menor

cantidad de muestra;®, 3’—*% 46 62 diferente conservador de muestra;*®, 6 asi

como modificaciones al paso de purificacién por HPLC.%°

Con la finalidad de reducir los costos del tratamiento de muestra por LLE,
esta se puede desarrollar empleando volumenes pequefios de solventes
organicos. En el 2008, Jacob et al. tomaron 5 mL de muestra de orina y
realizaron extracciones empleando menos de 10 mL de los solventes organicos,
utilizaron la agitaciéon por vértex para mejorar la eficiencia de extraccién y ciclos
de centrifugacién - congelacién de la fase acuosa para la eliminacién de
emulsiones y la separacién de las fases. Este método también incluyd un
proceso de derivatizacién con anhidrido hexanoico y 4-(dimetilamino) piridina,
con la finalidad de convertir el grupo hidroxilo (moderadamente polar) en un
grupo éster (relativamente no polar) y como consecuencia de esta modificacion
quimica se logrd: aumentar la sensibilidad del método de HPLC-MS/MS debido
a la disminucién de la supresién ionica, aumentar la retencién en la columna
cromatografica y separar eficientemente el analito y los compuestos

interferentes mediante la extraccion y el analisis cromatogréfico.
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1.6.2.2 Extraccion en fase sélida.

La extraccién en fase sélida (SPE) es una técnica de particién del analito
entre una fase soélida (en diversas presentaciones) y una fase liquida, que se
puede aplicar para extraer analitos de baja o nula volatilidad, donde los analitos
deben presentar una mayor afinidad por la fase extractante que por la matriz de
la muestra. La retencién puede deberse a interacciones no polares, polares o
idnicas, que dependeran de las propiedades fisico-quimicas del analito y de la

fase extractante.

Existe una amplia variedad de fases extractantes para SPE, entre las que
podemos citar a las unidas quimicamente a la silica: C8, C18, intercambio
idnico; materiales con mas de un mecanismo de retencién, también llamados de
modo mixto, los inmunoabsorbentes y los polimeros molecularmente

impresos.®’

Algunas ventajas de la SPE sobre las extracciones y limpieza
convencionales son: mayor reproducibilidad, empleo de menores volimenes de
solventes, rapidez, versatilidad, costos menores, posibilidad de automatizacion

y obtencién de extractos libres de interferencias.®

Carmella et al. reportaron por primera vez en 1995 el uso de la SPE para

el analisis del NNAL en orina;*® ellos investigaron la posibilidad de sustituir el
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paso de limpieza por HPLC por la limpieza por SPE en fase normal o fase
inversa, pero los cromatogramas que obtuvieron no fueron aceptables para la
cuantificacion por GC-TEA. Posteriormente en el 2002, emplearon cartuchos
Sep pack Vac C18 para la separacion del NNAL libre y NNAL-Glu en muestras
de orina, realizando la elucién con metanol al 10 % para el NNAL-Glu y metanol
al 50 % para el NNAL libre , obtuvieron coeficientes de variacion menores al

10 % para cada uno de los analitos.**

Byrd y Ogden en el 2003 reportaron un método, validado segun los
criterios de la FDA, para la determinacion de NNAL y NNAL-Glu mediante SPE
en cartuchos de intercambio catiénico Oasis MCX de 60 mg y el andlisis por
HPLC-MS/MS.? Los volimenes de muestra que analizaron fueron de 10y 5 mL
para la determinacién del NNAL liore y del NNAL total, respectivamente. La
concentracion de NNAL-Glu la calcularon como la diferencia entre el NNAL total
y el NNAL libre. Ellos observaron que al reducir los pasos de la preparacién de
las muestras, se logré disminuir el tiempo de analisis de las mismas y

obtuvieron una recuperacién del analito superior al 85 %.

En el 2005, Bernet et al.?® cambiaron el proceso de limpieza mediante
HPLC por una limpieza por SPE utilizando cartuchos Oasis HLB vy
posteriormente una derivatizacion con acido heptafluorobutirico (HFBA) y el
analisis por GC-MSHR; la recuperacién promedio del método desarrollado fue
de 97.5 % en un rango de 10 - 800 pg mL".?® Hecht et al., en el 2006,*
realizaron modificaciones al método desarrollado por Carmella et al.,?® las

cuales consistieron en la sustitucion del paso de limpieza de HPLC por una SPE
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de intercambio catiénico y posterior analisis por GC-TEA, con lo que
simplificaron el paso de limpieza del extracto y evitaron el uso del HPLC para la
realizar la limpieza. Este trabajo, fue adaptado en el 2007 para el andlisis de los

extractos por HPLC-MS/MS por Scherer et al.*® y Hecht et al.>°.

1.6.2.3 Polimeros Molecularmente Impresos.

Los polimeros molecularmente impresos (MIP) son materiales
extractantes utilizados en SPE, que no solo concentran a los analitos de interés,
sino que también puede separarlos selectivamente en muestras reales. Los
MIPs son polimeros sintéticos cuya principal ventaja es la posibilidad de
preparar una fase extractante selectiva para un predeterminado analito o un

grupo de analitos.®’

En el 2005, Xia et al. reportaron la sintesis de una fase extractante
diferente a las convencionales, que era preparada con una selectividad o
memoria para una sola molécula o clase de moléculas, en este caso para el
NNAL y su aplicacién para el analisis de muestras de orina.*’ Ellos observaron
que los resultados del método por HPLC-MS/MS aplicando el uso de esta
tecnologia fue lo suficientemente sensible para lograr la determinacién de NNAL

tanto en fumadores activos como en no fumadores expuestos a HTA.
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Tomando como antecedente el trabajo de Xia et al., en el 2009, Shah et
al., realizaron pequenas modificaciones al método, las cuales consistieron en el
uso de la centrifuga durante la elucion de los analitos con lo cual se garantizé la
uniformidad de la velocidad de elucion y se redujo el 50% del tiempo empleado

en el método original.®

En ese mismo ano, 2009, Kavvadias et al. reportaron el
andlisis simultdneo de cuatro TSNAs: NNAL, N-nitrosonornicotina (NNN), N-
nitrosoanabasina (NAB) y N-nitrosoanatabina (NAT) por HPLC-MS/MS; la
preparacién de las muestras consistid en un proceso de SPE con polimeros
molecularmente impresos, analizando alicuotas de 6 mL de orina y realizando
un enriquecimiento del extracto mediante SPE de intercambio catiénico.”? En el
2014, Xia et al. reportaron la comparacion de la eficiencia de extraccién de dos
tipos de polimeros molecularmente impresos, uno especifico para el NNAL y
otro selectivo para TSNAs (NNN, NNK, NAB, NAT) elaborados por el mismo
fabricante.®' Las recuperaciones obtenidas con los cartuchos NNAL-MIP fueron
de 67.2, 53.0, 64.4, 52.6 y 52.6 % para el NNAL, NNN, NAT, NAB y NNK,
respectivamente; mientras las recuperaciones obtenidas con los cartuchos
TSNA-MIP fueron alrededor de 3 veces menor para el NNAL y 1.5 veces mayor
para las demas nitrosaminas especificas del tabaco. Por lo que a pesar de
utilizar cartuchos especificos, el NNAL presenta competencia por las otras

nitrosaminas con quien comparte similitud en estructura, las cuales podemos

observar en la Figura 2.
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1.6.3 Nuevas Técnicas de Preparacion de Muestra.

Actualmente, la tendencia en los métodos bioanaliticos es la busqueda y
desarrollo de nuevas tecnologias que permitan aumentar el ndmero de
muestras analizadas, asi como disminuir la cantidad de muestra requerida, el
tiempo y el costo por analisis, asi como la cantidad de residuos generados. Las
técnicas de preparacidon de muestras como la microextraccion liquido-liquido
dispersiva (DLLME) y la microextraccion en fase sélida (SPME) presentan dics

caracteristicas y se presenta una breve descripcion de cada una de ellas.

1.6.3.1 Microextraccion Liquido-Liquido Dispersiva.

La microextraccién liquido-liquido dispersiva (DLLME), fue desarrollada
en el ano del 2006 por Assadi et al. La técnica de microextracciéon liquido-
liquido esta basada en un sistema de tres solventes en el cual el solvente de
extraccidon y el solvente de dispersion son inyectados rapidamente en la
muestra acuosa con ayuda de una jeringa. La mezcla obtenida es agitada y se
forma una solucién turbia (formada por el agua, el solvente de dispersion y el

solvente de extraccién). Después de una centrifugacion, las particulas finas de
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solvente de extraccién son separadas. Se recupera el volumen de solvente de

extraccién con una microjeringa y se inyecta al sistema cromatografico.%°,

Las principales ventajas de la DLLME es la simplicidad de su
procedimiento, rapidez, bajo costo, altas recuperaciones, altos factores de
enriquecimiento y es benévolo con el ambiente. Ademas presenta una amplia

aplicacion en el andlisis de analitos trazas.®"

El mecanismo de extraccidon se basa en el equilibrio del proceso de
distribucién del analito de interés entre la solucion de la muestra y el solvente
de extraccién. Se aplica a compuestos con propiedades lipofilicas altas o
moderadas. Para los compuestos con propiedades acido-base, se puede
incrementar el coeficiente de distribucion mediante variaciones en el pH de la

muestra, provocando que los analitos existan en su estado no i6nico.®®

Al inicio, la DLLME sélo se realizaba con solventes mas densos que el
agua (en su mayoria solventes clorados), pero recientemente se han
encontrado reportes de la aplicacidén de la técnica con solventes menos densos
que el agua, ya que existe un gran niumero de estos solventes y ademas son

menos téxicos para el analista y el ambiente.®’, €
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La microextraccioén liquido-liquido dispersiva (DLLME) se ha aplicado en
la extraccion de NNAL en cabello,** pero no se ha probado en la matriz de

orina.

1.6.3.2 Microextraccion en Fase Sélida.

La microextraccion en fase sélida (SPME) es una técnica desarrollada
por Pawliszyn y dada a conocer a partir de 1990, que consiste en una pequefa
cantidad de fase extractante dispersa sobre un soporte sélido. Una de las
configuraciones del sistema de SPME consiste en una pequena fibra de silice
fundida, normalmente recubierta de una fase polimérica, la cual esta instalada
sobre un soporte, obteniéndose un sistema semejante a una jeringa
modificada.®® Es un proceso de extraccién no exhaustivo basado en el
establecimiento del equilibrio de particion entre la matriz y la fase extractante; el

proceso de extraccidn, purificacion y concentracion se realiza en un solo paso.

La modalidad de extraccion puede realizarse por inmersién directa, es
decir, que la fibra esté en contacto directo con la matriz de la muestra, o
mediante el muestreo en el espacio de cabeza o headspace (HS) cuando la

matriz de la muestra es muy compleja y los analitos de interés son volatiles o
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medianamente volatiles. También las fases extractantes comercialmente
disponibles presentan una amplia gama de polaridades, segun las
caracteristicas del analito de interés. La SPME puede ser una opcion para el
analisis de NNAL en muestras de orina ya que este es un compuesto semivolatil
y ademas existen fibras de una amplia gama de polaridad que pueden favorecer
la extraccién del NNAL y el uso de la modalidad de extraccién por HS evita las

complicaciones del manejo de la muestra.
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1.7 Justificacion.

El NNAL y sus conjugados han sido utilizados como marcadores del
riesgo de sufrir afecciones pulmonares por el consumo del tabaco; sin embargo,
su determinacion puede ser compleja ya que se requiere de métodos laboriosos
de preparacion de muestra, ademas de equipos con detectores especificos y de
alta resolucion. Debido a lo anterior, el desarrollo de nuevos procedimientos

para la determinacion del NNAL es un tdpico de interés actual.

El presente trabajo plantea el desarrollo y validacion de un método
analitico para la determinacion del NNAL, utilizando diversas técnicas de
preparacién de muestra y el uso de cromatografia de gases-espectrometria de
masas de baja resolucion; haciendo accesible la determinacion en laboratorios

que no cuenten con equipos con detectores especificos y de alta resolucion.

Este método permitira desarrollar, en conjunto con trabajos sobre el
estudio de las variantes genéticas de proteinas involucradas en el metabolismo
y eliminacién del NNAL, sistemas de deteccion y diagndstico del riesgo a sufrir
de afecciones por el consumo del tabaco mediante el establecimiento de

perfiles toxicoldgicos y toxicogenéticos.
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1.8 Objetivo general.

Desarrollar, optimizar y validar un método analitico para la determinacién
y cuantificacién del NNAL libre y total en orina utilizado diferentes técnicas de
preparacién de muestra y cromatografia de gases/espectrometria de masas de

baja resolucion (GC/LRMS).

1.9 Objetivos especificos.

1. Desarrollar y validar el método, por cromatografia de gases/
espectrometria de masas de baja resolucion (GC/LRMS), para el analisis

del NNAL.

2. Desarrollar y optimizar diferentes procedimientos de preparaciéon de

muestra para la determinacién del NNAL en orina.

3. Seleccionar y validar elllos método(s) mas adecuado para la

determinacién del NNAL libre.

4. Aplicar el método seleccionado al analisis de muestras de orina de

voluntarios jovenes para la determinacion del NNAL libre.



CAPITULO 2

MATERIALES Y METODOS

2.1 Material, equipos y reactivos.

En esta seccion se enlistan los materiales, reactivos y equipos que se

utilizaron en la realizacion de este trabajo.

37



2.1.1 Material.

Barras magnéticas.
Cartuchos para SPE

a) SupelMIP™ NNAL, 25 mg de adsorbente, 10 mL, Supelco.
b) Sep Packt C18, 1 g de adsorbente, 6 mL, 37-55 um de tamafo de

particula, Waters.
Columnas cromatograficas:

a) DB-17, 0.25 mm de diametro interno, 30 m de longitud, 0.25 um de
espesor de fase, Agilent.

b) DB-17MS, 0.25 mm de diametro interno, 30 m de longitud, 0.25 um de
espesor de fase, Agilent.

c) DB-1701, 0.25 mm de diametro interno, 30 m de longitud, 0.25 um de
espesor de fase, Agilent.

d) HP-5MS, 0.25 mm de didmetro interno, 30 m de longitud, 0.25 pm de
espesor de fase, Agilent.

Cristalizadores.

Cronémetro.

Espétulas.
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Fibras para SPME:

a) Carboxen-Polidimetilsiloxano 75 um, Supelco.

b) Divinilbenceno-Polidimetilsiloxano (DVB-PDMS) de 65 um, Supelco.

c) Divinilbenceno-Carboxen-Polidimetilsiloxano (DVB-CAR-PDMS)

50-30 pm, Supelco.

d) Poliacrilato 85um, Supelco.

Filtros Millex LCR con membrana de PTFE modificada, 0.45um, 13 mm

diametro, Millipore.

Jeringas de 1 mL sin aguja, desechables.

Jeringas de 5, 10, 25, 50, 100, 250 y 500 L, Agilent.

Matraces volumétricos de 1, 2, 5, 10, 100 y 250 mL.

Pinzas de tres dedos.

Pinzas para soporte.

Pipetas volumétricas de 1,2, 5y 10 mL.

Portafibras, Supelco.

Soporte universal.

Termdémetro de -10 a 150°C.

Vasos de precipitados.

39
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Viales de vidrio de 2 mL con tapdn de rosca y septa de PTFE vy silicon, Agilent.
Viales de vidrio de 15 mL con tapdn de rosca y septa de PTFE vy silicon.

Viales de vidrio &mbar de 40 mL con tapdn de rosca y septa de PTFE vy silicon.

2.1.2 Equipos.

Agitador tipo vortex, Modelo Maxi Mix I, Thermo Scientific.

Bafio con temperatura controlada, Haake C1.

Bano de ultrasonido, Modelo 3510, Branson.

Bomba de vacio, Modelo 1THAB-25B-M100X, GAST Manufacturing.

Congelador -20 °C, Cool-Lab 120 V, Thermo Scientific.

Cromatografo de gases, Agilent 6890 N equipado con inyector split/ splitless y

detector selectivo de masas 5973 inert.

Cromatografo de gases, Perkin Elmer Autosystem XL con inyector

splits/splitless y detector de ionizacion de flama.
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Estacion de vacio para SPE con 24 posiciones, Sigma.

Placa de calentamiento y agitacion, Corning, Modelo PC-420D.

2.1.3 Reactivos.

4-(metilnitrosamino)-1-(3-piridil)-1-butanol (NNAL), =92 %, Fluka.

4-(metilnitrosamino)-1-(3-piridil)-1-butanol -1,2’,3’4’,5’,6’-'>°C6 (NNAL-'3C86),

grado estandar, Toronto Research Chemicals Inc.

4-(N-metil- d3)-4-N-nitrosamino)-4-(3-piridil)-1-butanol (iso-NNAL deuterado),

grado estandar, Toronto Research Chemicals Inc.
Acido fosférico, ACS, = 85 % p/p en Agua, Sigma Aldrich.
Agua Bidestilada Plus, Laboratorio Monterrey.

Metanol, para analisis de residuos organicos, > 99.8 %, UltraResi-

analized®,J.T.Baker

Diclorometano, para analisis de residuos de plaguicidas, Fluka®
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Hidroxido de amonio, 28-30 % p/p, Halmek.
Tolueno, para andlisis de residuos de plaguicidas acorde a la FDA, Fluka®
Fosfato de amonio monobasico, ACS, 98 %p/p, J. T. Baker.
Cloruro de sodio, Cultivo celular, 299 % p/p, Sigma.

Acetonitrilo, Grado Pesticida, Fischer Chemicals.

2.2 Preparacion de soluciones.

2.2.1. Preparacion de soluciones madres.

La solucién madre del estandar analitico (NNAL) se prepar6 mediante la

disoluciéon de 10 mg del compuesto en metanol y posterior aforacién a 10 mL,
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cuya concentracion final fue de 1000 pg mL"'. Esta solucién se separé en
alicuotas de 1 mL, utilizando viales de vidrio de 2 mL nuevos con tap6n de
rosca y septa de PTFE vy silicén. Se evaporé el solvente y se guardaron a - 20

°C hasta su uso.

La soluciébn madre del estandar interno (iso-NNAL d3) se prepar6
disolviendo y aforando 1 mg del estdndar con metanol hasta 1 mL; la
concentracion final fue de 1000 pg mL™. La solucién concentrada del NNAL-
3C6 se preparé disolviend oy aforando 0.25 mg del reactivo hasta 1 mL con
metanol; la concentracién final fue de 250 pg mL'.Las soluciones se
almacenaron en viales de vidrio de 2 mL con tapdn de rosca y septa de PTFE y

silicon a 4 °C.

2.2.2 Preparacion de soluciones estandares para optimizacion del programa de

temperaturas del GC-MS.
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A partir de las soluciones madre se prepararon diluciones de los
estandares individuales de cada compuesto, para lo cual se tomaron 25 pL de
la solucién stock y se aforé a 1 mL con metanol. También se preparé una
mezcla del estdndar analitico y estandar interno, cuya concentracion final fue de
25 pg mL" para cada compuesto. Estas soluciones se emplearén para el

establecimiento del método de GC-MS para cada columna cromatografica.

2.2.3 Preparacion de soluciones para evaluar la sensibilidad.

La curva de calibracién utilizada para la evaluar la sensibilidad del
sistema cromatografico, estuvo constituida por estandares a 9 niveles de
concentracién: 1x10°, 1x10™, 1x10°, 1x10%, 0.1, 0.5, 1, 5, 25 pg mL™" con una

adicién de 2 ug mL 'del estandar interno en metanol.
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2.2.4 Preparacion de soluciones para la validacién del sistema cromatografico.

Se manejé un intervalo de concentraciones de 0.05 a 5 pg mL™ para la
evaluacion de los parametros de validacion del sistema cromatografico. La
curva estuvo constituida por estandares a 9 niveles de concentracién con una

adicién de 0.1 pg mL"del estandar interno en metanol.

2.2.5 Preparacion de soluciones para la optimizacién de la extraccién en fase

solida con cartuchos molecularmente impresos.

Para establecer el perfil de elucidén, seprepararon soluciones de
0.1 pg mL™" del estandar analitico con una adicién de 0.1 pg mL™ del estandar
interno, en 5 mL de agua bidestilada y 5 mL de una solucién amortiguadora de

fosfato de amonio monobasico 50 mM a pH 6.40.
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2.2.6 Preparacion de soluciones para la optimizacion de la microextraccién en

fase solida.

2.2.6.1 Preparacién de soluciones para la seleccién de fibra y la optimizacién
de la desorcion.

Para la seleccion de la fibora de SPME y para la optimizacién de la
desorcién, se utilizd6 una solucién estandar de 4 pg mL" del NNAL vy
1 ug mL'del estandar interno, la cual se prepard por la adicién de 40 pL de una
solucion estandar de NNAL de 1000 ug mL™" y 10 pL de una solucién estandar
de iso-NNAL-d3 de 1000 ug mL™" a 10 mL de una solucién amortiguadora de

fosfato de amonio diacido 50 MMy pH 6.4.
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2.2.6.2 Preparacion de soluciones para la optimizacién de la extraccién

Para la optimizacién de la extraccion se utilizd6 un volumen de 5 mL de
una mezcla de orina de no fumadores adicionada a una concentracién de 4 ug
mL" de NNAL y 1 ug mL™ de iso-NNAL-d3 y ajustada a pH 6.4, mediante la

adicién de acido fosférico o hidroxido de amonio.

2.2.7 Preparacion de soluciones para la optimizacién de la extraccién en fase

solida con cartuchos tC18.

2.2.7.1 Preparacién de soluciones para la optimizacién de la extraccion.
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Se prepararon soluciones con 5 mL de una mezcla de orina de no
fumadores adicionada a una concentracién de 0.1 mg mL" de NNAL vy
0.1 mg mL" de iso-NNAL-d3, la orina se diluyé con 5 mL de una solucién

amortiguadora de fosfato de amonio monobasico 50 mM a pH 6.4.

2.2.7.2 Preparacion de soluciones para el perfil de elucion.

Se prepararon 5 mL de soluciones con una concentracién de 0.1 mg mL™
de NNAL y 0.1 mg mL™ de iso-NNAL-d3, la cual se obtuvo mediante la adicién
de 50 pL de una solucién estandar de NNAL de 10 ug mL™" y 50 pL de una
solucion estandar de iso-NNAL-d3 de 10 pug mL"; previo al proceso de
extraccion la orina se diluyé con 5 mL de una soluciéon amortiguadora de fosfato

de amonio monobasico 50 mM a pH 6.4.
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2.2.8 Preparacion de soluciones para la comparacién de los métodos

desarrollados.

Las soluciones para la comparacién de métodos se prepararon en 5 mL
de una mezcla de orina de no fumadores adicionada a una concentracién de
0.1 pg mL" de NNAL y 0.1 pg mL" de NNAL-'3C6. previo al proceso de
extraccion la orina se diluyé con 5 mL de una soluciéon amortiguadora de fosfato

de amonio monobasico 50 mM a pH 6.4 y se centrifug6 a 3500 rpm por 5 min.

2.2.9 Preparacion de soluciones para la validacion del método desarrollado.

Para preparar los estandares de las curvas de calibracion se utilizaron

alicuotas de 5 mL de una mezcla de orina de no fumadores. Cada curva de
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calibracién se realiz6 a 6 niveles de concentracion en un intervalo de 2 a 25 ng
mL™. A todas las solucién estandar se adicionaron 50 ng de iso-NNAL-d3 como
estandar interno y 5 mL de una solucién amortiguadora de fosfato de amonio

monobasico 50 mM a pH 6.4.

2.3 Cromatografia de Gases-Masas (GC-MS)

Se establecieron los programas de temperatura para el analisis por
GC-MS para el NNAL utilizando como estandar interno el iso-NNAL-d3. En esta

seccién se probo6 el comportamiento de 4 columnas cromatograficas

2.3.1 Establecimiento de las condiciones de separacion cromatografica y

seleccién de columna.
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Para establecer los programas de temperatura para la separacién

cromatografica de cada columna, se analizaron por inyeccion directa 1 yL de

una solucién estandar de 25 pg mL'de cada compuesto, asi como la mezcla de

los mismos, en el cromatdgrafo de gases utilizando las columnas indicadas en

la tabla 2.

Tabla 2 Caracteristicas de las columnas cromatograficas de interés para este trabajo.

Columna Polaridad Caracteristicas Composicion de la fase
HP-5MS (Agilent) [ No polar 30m x 0.22 mmy 5 % fenil —

0.25um de espesor 95 % dimetilpolisiloxano

DB-1701 Baja a 30m x 0.22 mmy 14 % cianopropilfenil -

(J&W Scientific) | intermedia 0.25um de espesor 84 % dimetilpolisiloxano
DB- 17 Intermedia 30 mx0.22 mmy 50 % difenil-

(J&W Scientific) 0.25um de espesor 50 % dimetilpolisiloxano
DB-17 MS Intermedia 30mx0.22 mmy 50 % difenil-

(J&W Scientific) 0.25um de espesor 50 % dimetilpolisiloxano

2.3.1.1 Establecimiento del programa de temperatura.

Los programas iniciales de temperatura para cada columna se muestran

en las tablas 3 a la 5, los cuales fueron establecidos de acuerdo a las

referencias bibliograficas encontradas. Se determinaron las temperaturas a la

cual eluyeron los analitos mediante célculos, ya que se conocia el tiempo de
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retencion y el programa de cambio de temperatura. Posteriormente, se
plantearon modificaciones a los programas de temperatura hasta obtener una
separacién adecuada entre el analito y el estandar interno, asi como la mejor

forma del pico cromatogréfico.

Tabla 3 Condiciones iniciales para la columna HP-5MS

Gas acarreador Helio
Flujo 0.8 mL min”
Temperatura del inyector 230°C
inicial 80°C mantener 2 min
o A o
Programa Rampa 1 10 °C min ha1$trr:1]i:]60 C mantener
de 5 A - °
temperatura Rampa 2 2°C min ha?t?n?r?o C mantener
Rampa 3 20 °C min™' hasta 260°C mantener
P 5 min.
Temperatura de la interfase 280°C
Temperatura del analizador 150°C
Temperatura de la fuente 230°C

Modo de adquisicion de datos Barrido completo de 50-350 m/z
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Tabla 4 Condiciones iniciales para la columna DB-17.

Gas acarreador
Flujo
Temperatura del inyector
Programa de inicial

temperatura

Rampa

1
Rampa

2
Rampa

3

Temperatura de la interfase

Temperatura del analizador
Temperatura de la fuente
Modo de adquisicion de datos

Helio
1 mL min™
200°C

80°C mantener 2 min

10 °C min"' hasta 160°C mantener 1
min.
2 °C min"' hasta 200°C mantener 1
min.
20 °C min' hasta 260°C mantener 5
min.
260°C

150°C
230°C
Barrido completo de 50-350 m/z

Tabla 5 Condiciones iniciales para la columna DB-1701

Gas acarreador
Flujo
Temperatura del inyector
inicial
Rampa
Programa de 1
temperatura Rampa
2
Rampa
3

Temperatura de la interfase
Temperatura del analizador
Temperatura de la fuente
Modo de adquisicion de datos

Helio
1 mL min™
225°C

80°C mantener 1 min

20 °C min"' hasta 180°C mantener 1
min.
2 °C min" hasta 210°C mantener 1
min.
20 °C min"' hasta 260°C mantener 5
min.
260°C
150°C
230°C

Barrido completo de 50-350 m/z
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Para evaluar la resolucién cromatogréfica (Rs),”® se utilizé la ecuacion 1:

2( ) Ecuacién 1
t,,—t
R — R2 R1

Wy T Wy,

Donde:

tro = Tiempo de retencién del compuesto mas retenido.

tr1 = Tiempo de retencion del compuesto menos retenido.

W= Ancho del pico cromatografico del compuesto menos retenido.

Wi2= Ancho del pico cromatografico del compuesto mas retenido.

2.3.1.2 Seleccién de columna

La seleccion de la columna se realiz6 tomando en cuenta tanto la
asimetria de las senales cromatograficas y los limites de deteccién obtenidos de
cada una de ellas. Esto se realiz6 con el programa de temperatura que permitié
obtener las mejores condiciones para cada columna y el analisis por duplicado
de una mezcla de los compuestos. Se selecciond la columna que mostro el

factor de simetria mas cercano a la unidad y los menores limites de deteccion.
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2.3.1.2.1 Célculo de la asimetria de los picos cromatograficos.

En la figura 3 se muestra una representacion de los elementos ha
considerar en el calculo del factor de asimetria (T).”' Se trazé una linea que
corta el pico por su apice y se obtuvo la altura del pico (h). Posteriormente, se
determiné el 5 % de la altura y se midi6 el ancho a ese nivel, tanto de la parte

frontal (a) como posterior (b) del pico cromatografico.

~ Tsun)

Figura 3 Imagen donde se ejemplifica como calcular la simetria de un pico
cromatogréfico.”®

Para este célculo se emple6 la ecuacion 2:

T = @ Ecuacioén 2
2a

Donde:
a= ancho de la parte frontal del pico cromatografico al 5 % de la altura

b= ancho de la parte posterior del pico cromatografico al 5 % de la

altura
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El criterio de seleccién fue un T de 1 o el valor mas cercano.

2.3.1.2.2 Limite de deteccion obtenido con cada columna cromatografica.

Utilizando el programa de temperatura final para cada columna
cromatografica, se determiné cual era la concentracién minima detectada. Esta
prueba se realizé mediante la inyeccion por duplicado de soluciones estandares

de concentracién decreciente.

2.3.2 Confirmacién de la identidad de los analitos.

Para la asignacion de la identidad de los picos cromatograficos en el
andlisis de mezclas de NNAL y del iso-NNAL d3, se analizaron soluciones de 25
ug mL' de cada compuesto por separado. Los picos cromatograficos se
identificaron por comparacion de los tiempos de retencién de los estandares y el

analisis de los espectros de masas de cada pico cromatogréafico. Se confirmé la
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identificacion mediante la comparacién de los espectros de masas reportados

en la literatura.

2.3.3 Establecimiento de los parametros de adquisicion de datos.

Con la finalidad de mejorar la sensibilidad y selectividad del método, una
vez establecido el mejor programa de temperatura y seleccionada la columna
cromatografica para la separacién, se cambidé la modalidad de adquisicién de
datos de barrido completo (full scan) a monitoreo selectivo de iones (SIM). Para
ello se establecieron, en base a los tiempos de retencién, ventanas de
adquisicion de datos donde se monitorearon solamente los iones principales de

cada compuesto.
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2.3.4 Validacién del sistema cromatografico.

Para asegurar el comportamiento adecuado del sistema cromatografico
desarrollado para el andlisis de NNAL, se evaluaron la linealidad, precision,
exactitud, limite de cuantificacién y el limite de deteccion, empleado como base

lo recomendado por la FDA.”

2.3.4.1 Linealidad.

Se construy6 una curva de calibraciéon a 9 niveles de concentracion, por
triplicado, en un intervalo de concentracién de 0.05 a 5 ug mL™. Con los datos

obtenidos se realizd un analisis de regresion.

La aceptacidon de la linealidad se basd en la observacion visual de la
curva construida asi como en un valor superior a 0.99 del coeficiente de

determinacién (r?).

2.3.4.2 Precision.

La precision intradia del sistema cromatografico se evalu6 mediante el
célculo de la desviacién estandar relativa (% DER) de la relacién de las areas
de las senales del analito respecto al estandar interno de las soluciones
estandares de nivel bajo, medio y alto analizados por triplicado, utilizando la

ecuacion 3. El criterio de aceptacién fue una % DER menor al 10 %.
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% DER = - x 100

|

Ecuaciéon 3
Donde:
s= Desviacién estandar

= Media aritmética

2.3.4.3 Exactitud.

Se realizd un analisis de correlacion por minimos cuadrados para los
valores de concentracion predichos mediante el uso de la ecuacién obtenida de
la curva de calibracion y la concentracion real de las soluciones. La aceptacion
de la exactitud se bas6é en el valor superior a 0.99 del coeficiente de
determinacién (r?). También se evalué mediante el analisis del error relativo de
la determinacion de la concentracién aplicando la ecuacidén obtenida. El error

relativo se calcul6 aplicando la ecuacion 4.

valeor observado —valor esperado

04 Error relative = x 100 Ecuacion 4

valor esperado

Donde:

valor observado= Concentracion obtenida mediante la ecuacion de regresion.

valor esperado= Concentracién nominal del estandar.
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2.3.4.4 Limite de detecciéon

Se realizdé experimentalmente, mediante la inyeccién por duplicado de
soluciones estandares de concentracion decreciente. Se tomé como limite de

deteccion la concentracion mas baja que nos diera sefal analitica.

2.3.4.5 Limite de cuantificaciéon

Se realizd experimentalmente, mediante la inyeccion por quintuplicado
soluciones estandares de 1.5 pg mL' de concentracion. EL criterio de

aceptacion fue que la sefal tuviera un % DER menor al 10 %.

2.4 Métodos de preparacién de muestras.

2.4.1 Extraccion con polimeros molecularmente impresos.
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La SPE se realiz6 con cartuchos con polimeros molecularmente

impresos de 25 mg y 10 mL de capacidad, utilizando una estaciéon de vacio de

24 posiciones.

Los cartuchos se acondicionaron utilizando 1 mL de

diclorometano (DCM), 1 mL de metanol y 1 mL de agua bidestilada. Se

utilizaron las condiciones recomendadas por el fabricante, las cuales se

muestran en la Tabla 6.

Tabla 6 Condiciones de la SPE-MIP.

Fase Variable Condicion
Carga de Volumen de muestra 5 mL
muestra Velocidad de flujo 0.5 mL min™
Lavado Agua 2 porciones de 1 mL
Vacio alto 10 min
Tolueno 1 mL
Tolueno:DCM (9:1 v/v) 1 mL
Tolueno: DCM (4:1 v/v) 1 mL
Vacio 2 min
Elucién DCM:Metanol (9:1 v/v) 2 porciones de 1 mL, aplicar

vacio entre cada porcién.

Velocidad de flujo

0.2 mL min™
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2.4.1.1 Perfil de elucion.

Para determinar el volumen de eluente a ser colectado para recuperar la
maxima cantidad de analito, se establecid el perfil de elucién. Para ello con los
cartuchos acondicionados, se extrajeron 5 mL de una solucién de 0.1 pg mL™
de NNAL y del iso-NNAL-d3 a pH 6.4 y realizando la eluciéon con 10 mL de una
mezcla Diclorometano-Metanol (9:1). Se colectaron fracciones de 1 mL, se
evaporaron con nitrégeno y se reconstituyé con 150 uL de metanol. Se

analizaron con las condiciones presentadas en la tabla 17.

2.4.2 Microextraccién en fase solida (SPME)

Con el fin de establecer las mejores condiciones de extraccién y
desorcién del NNAL, de la matriz de interés a la fibra y de la fibra al sistema
analitico respectivamente, se estudiaron las variables que de acuerdo a la

bibliografia pueden tener influencia sobre el comportamiento del sistema.
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Durante el desarrollo de estas etapas se utiliz6 el GC-MS y el programa de

temperatura mostrado en la Tabla 7.

Tabla 7 Condiciones de analisis por GC-MS.

Columna cromatografica DB-17 MS
Gas acarreador Helio
Flujo 1 mL min”

Programa de temperaturas:

Inicial. 80 °C mantener 1 min

Rampa 1. 15 °C/min hasta 190 °C y mantener
25 minutos

Rampa 2. 10 °C/min hasta 240 °C y mantener 10
minutos

Rampa 3. 20 °C/min hasta 290 °C y mantener 7
minutos

La optimizacion se realiz6 en tres etapas: la seleccidén de fibra para SPME, la

optimizacién de la desorcién y por ultimo, la optimizacién de la extraccién.

Antes de comenzar con los experimentos de optimizacién de la SPME,
se acondicionaron las fibras segun las recomendaciones del proveedor, las

cuales fueron:

a) 250 °C por 30 minutos para la fibra de DVB-PDMS de 65 pum.

b) 270 °C por 60 minutos para la fibora de DVB-CAR-PDMS 50-30 pum.

c) 280 °C por 60 minutos para la fibra de PA de 85 um.
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d) 300 °C por 60 minutos para la fibra de Carboxen-DVB de 85 um.

Las extracciones se realizaron utilizando las condiciones de extraccion
que se muestran en la Tabla 8, en modalidad headspace y con agitacion
magnética a 500 revoluciones por minuto (rpm). El dispositivo de extraccién se
monté de acuerdo al diagrama que se muestra en la Figura 4, el cual consistié
en un bafo de agua colocado sobre una placa de calentamiento y agitacién con
temperatura regulada. Se introdujo una barra magnética al vial para mantener la
muestra en agitacibn constante, posteriormente, éste se sumergid
completamente en posicién vertical en el bafo de temperatura y transcurrido el
tiempo de equilibrio, se perford la septa con el portafibras de SPME, se fijé en la
posicion adecuada, para finalmente exponer la fibra y proceder a la extraccién
por el tiempo establecido. Al término del tiempo de extraccion, la fibra se extrajo

y se introdujo en el inyector para el analisis por GC.

Recirculador )
— Termometro
e o
Holder
e _
Espacio de Fibra
cabeza Vial
Bano de | Agitador
temperatura [ jJ Magnético
| | Pl d
aca de
_/ S— ® & \v agitacion

Figura 4 Montaje del Dispositivo de Extracciéon por HS-SPME.
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Tabla 8 Condiciones de trabajo empleadas para la seleccion de fibra de SPME.

EXTRACCION TIEMPO DE EQUILIBRIO 10 MINUTOS
Tiempo de extraccion 60 minutos
Temperatura de extraccion 70 °C
Adicion de NaCl 0%
Adicién de ACN 0%
Volumen de headspace 5mL
Desorcion Temperatura del inyector 230 °C
Apertura de la valvula de A los 5 minutos
split

2.4.2.1 Seleccion de la fibra para SPME.
Para la seleccibn de la fibra mas

adecuada, se estudio el

comportamiento de las fibras de, PA de 85 um, DVB-PDMS de 65 um,

DVB-CAR-PDMS 50-30 um y carboxen-PDMS de 85 pm. Se realizaron

extracciones por ftriplicado, a partir de una solucibn de estandares a una

concentracion de 4 ug mL™" para el NNAL y de 1 ug mL™" para el iso NNAL-d3.

Las condiciones de extraccion utilizadas fueron las indicadas en la Tabla 8.



66

Transcurrido el tiempo de extraccidon, se analizé6 por GC-MS segun el
programa de temperatura que se presenta en la tabla 17. La fibra de SPME se
limpi6 en el GC-FID mediante su exposicion en el inyector a
250 °C por 20 minutos, con lo cual la fibra qued6 preparada para la siguiente

extraccion.

La seleccion de la fibra mas adecuada se realiz6 comparando las areas
obtenidas y el % DER observada para el NNAL. Se seleccioné la fibra que
mostré los valores menores de % DER y que no presenté analitos remanentes

después de la limpieza.

2.4.2.2 Optimizacién de las condiciones de extraccion.
Para el establecimiento de las condiciones Optimas para la extracciéon de

los analitos de la fibra seleccionada, se realizd un disefio de experimentos de
Plackett- Burman a dos nivelesy completamente aleatorizado. Se empleé el
software Modde v11.0 de Umetrics. En la tabla 9 se muestran los experimentos

planteados.
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Tabla 9 Experimentos propuestos para la optimizacion del proceso de extraccion de
acuerdo al diseno de Plackett - Burman.

Tiempo | Tiempo | Temperatura | Adicion | Adicion | Volumen
Exp de de de de solvente de Agitacion
No | extraccion | equilibrio | Extraccion NaCl organico | muestra (rpm)
(min) (min) (°C) (% p/v) (5%) (mL)
1 60 10 50 5 ACN 5 700
2 60 30 50 0 MeOH 10 700
3 60 30 80 0 ACN 5 400
4 30 30 80 5 ACN 10 700
5 60 10 80 5 MeOH 10 400
6 30 30 50 5 MeOH 5 400
7 30 10 80 0 MeOH 5 700
8 30 10 50 0 ACN 10 400
9 45 20 65 2.5 ACN 8 550
10 45 20 65 2.5 ACN 8 550
11 45 20 65 2.5 ACN 8 550

Con los resultados obtenidos, se seleccionaron las variables que tienen una
mayor influencia en la eficiencia de la extraccion del NNAL. Las condiciones
Optimas para dichas variables se establecieron utilizando la proyeccion de

optimizacion del mismo programa.

2.4.2.3 Optimizacién de las condiciones de desorcion.
La optimizacién de la etapa de desorcién para la fibora de DVB-PDMS de

65 um, se realiz6 mediante un disefio simplex secuencial basico de dos

variables, donde inicialmente se plantearon 3 experimentos, los cuales se
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presentan en la Tabla 10. En base a los resultados de la suma de areas tanto
del NNAL como del iso-NNAL-d3, se calcularon los siguientes experimentos en

base a la ecuacién 5.

Vn=2V — V Ecuacion 5

Donde:

'n es el nuevo valor de la variable

7. es el promedio de los valores de la variable en los experimentos que

produjeron las mejores respuestas.

V, es el valor de la variable en el experimento que produjo la peor

respuesta.

Se plantearon como condiciones maximas una temperatura de 260 °C y

un tiempo de 5 min.

Tabla 10 Experimentos iniciales para la optimizacion del proceso de desorcién.

Temperatura | Tiempo

Experimento (°C) (min)
1 230 3
2 250 3

3 240 S
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2.4.3 Extraccién con cartuchos tC18

La SPE se realizd con cartuchos que contienen silica modificada con
cadenas de hidrofobicas de 18 carbonos, de 1 g de fase extractante y un
volumen de 6 mL, utilizando una estaciéon de vacio de 24 posiciones. Los
cartuchos se acondicionaron utilizando 10 mL de metanol y 10 mL de agua

bidestilada.

2.4.3.1 Optimizacion de la extraccion.

Se plante6 un disefio de experimentos de Plackett-Burman a dos niveles,
completamente aleatorizado. Se empleé el software Modde v8.0 de Umetrics.
En la tabla 11 se muestran los experimentos planteados. Previo a la elucion de

los analitos, se realizé un paso de secado del cartucho para eliminar el agua
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remanente del cartucho, esto se realizdé aplicando alto vacio por 2 min. La

elucion de los cartuchos se realiz6 con 5 mL de metanol al 100%. El eluato se

evapord a sequedad bajo corriente de nitrégeno y se reconstituyé en 150 uL de

Metanol para su analisis por GC-MS.

Tabla 11 Experimentos propuestos para la optimizacion del proceso de extraccion
SPC-tC18 de acuerdo al disefo de Plackett -Burman.

Velocidad de | % Metanol en la Volumen de .
Eﬁ(g' carga solucioén de solvente de lavado elt\JISiIgﬁl(dn?ﬁ /:ﬁn)
(mL/min) lavado (mL)
1 0.5 5 2 0.2
2 5 5 2 2
3 0.5 20 2 2
4 5 20 2 0.2
5 0.5 5 6 2
6 5 5 6 0.2
7 0.5 20 6 0.2
8 5 20 6 2
9 2.75 12.5 4 1.1
10 2.75 12.5 4 1.1
11 2.75 12.5 4 1.1

Con los resultados obtenidos, se seleccionaron las variables que tienen una

mayor influencia en la eficiencia de la extraccion del NNAL. Las condiciones

optimas para dichas variables se establecieron utilizando la proyeccién de

optimizacion del mismo programa.
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2.4.3.2 Perfil de Elucion.
Para determinar el volumen de eluente a ser colectado para recuperar la

maxima cantidad de analito, se establecid el perfil de elucién. Para ello con los
cartuchos acondicionados, se extrajeron 10 mL de una solucién de 0.05 pg mL™
de NNAL y del iso-NNAL-d3 a pH 6.4. La extraccion se realiz6 con las
condiciones 6ptimas, el paso de elucion del cartucho se realizé con 10 mL de
metanol. Se colectaron fracciones de 1 mL, se evaporaron con nitrégeno y se
reconstituyé con 150 puL de metanol. Se analizaron con las condiciones

presentadas en la tabla 17.
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2.4.5 Seleccién del método de preparacion de muestra.

Para la seleccion del método para la determinacion del NNAL libre y total,
se evaluaron las diferentes metodologias desarrolladas en cuanto la eficiencia
de extraccion. También se evaluaron la desviacion estandar relativa de los
porcentajes de recuperacidn, asi como el tiempo y el costo por andlisis. Se
seleccion6 el método que diera los mejores % de recuperacion con mayor

precision y menor tiempo y costo por analisis.

2.4.5.1 Eficiencia de extraccion.
Para evaluar la eficiencia de extraccién se determind el porcentaje de

recuperacion de cada método. Se realizaron extracciones por triplicado de orina
de no fumadores adicionada con 100 ng mL™ y se calculé el porcentaje segin

la ecuacién 6.
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drea del analito .,
p . . en la muestra extraida
drea del estindar interno

x 100
drea del analito en el estindar
drea del estindar interno

% Re cuperacion =

Ecuacién 6

2.4.6 Validacién del método de preparacion de muestra seleccionado.

Para asegurar el comportamiento adecuado del método desarrollado
para el analisis de NNAL, se evaluaron la linealidad, precision, exactitud, limite
de cuantificacion y el limite de deteccién con base en lo recomendado por la
FDA,”® siguiendo un proceso semejante al descrito en la seccién 2.3.4.1 a

2.3.4.5, utilizando las soluciones preparadas en la seccion 2.2.9.
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2.4.7 Aplicacion del método

Se realiz6 el anadlisis de 2 muestras de orina de sujetos fumadores y de
no fumadores adicionada a 2 ng mL", la cual es la concentracién

correspondiente al limite de cuantificacién del método desarrollado.



CAPITULO 3

RESULTADOS

3.1 Cromatografia de Gases-Espectrometria de Masas (GC-MS)

En esta seccion se presentan los resultados obtenidos en el desarrollo

del método cromatografico.
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3.1.1 Confirmacién de la identidad de los analitos.

Con la finalidad de asignar las identidades de los picos cromatograficos
obtenidos, se analizaron individualmente soluciones estandares de 25 pg mL™
del NNAL e iso-NNAL d3, empleando las condiciones iniciales para cada
columna cromatografica, mencionadas en las tablas 3 a la 5. En las figuras 5 y
6 se muestran los espectros de masas obtenidos para cada compuesto en el

rango de 50 a 350 m/z.
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Figura 5 Espectro de masas de una solucion estandar de NNAL de 25 pg mL™" obtenido con el programa inicial de temperatura para

la columna HP-5MS.

o

77



L

o @ & @ w0 Mo 1@ 1m0 1 1 150 Az ™ 20 = 7
Figura 6 Espectro de masas de una solucién estandar de iso-NNAL d3 de 25 pg mL™" obtenido con el programa inicial de
temperatura para la columna HP-5MS.
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3.1.2 Optimizacion de las condiciones de separacion cromatografica y seleccion

de columna.

Para la separacién cromatografica, se evaluaron diferentes columnas, para
lo cual se partié de las condiciones iniciales propuestas en las tablas 3 a la 5. Se
realizaron modificaciones a las rampas de temperatura con el fin de obtener una
separacién adecuada. En las figuras 7 a la 12 se muestran los cromatogramas
obtenidos y el programa de temperatura utilizados. Las figuras 7 y 8 corresponden
a la columna HP 5MS, las figuras 9 y 10 presentan los cromatogramas
correspondientes a la columna DB 17 y finalmente, de la figura 11 y 12 a los

cromatogramas obtenidos con la columna DB 1701.



Abundance 19(52

300000 TIC
750000 Gas acarreador Helio a 1 mL/min

Temperatura Inyector: 230 °C
700000

1891 Programa de temperatura:
: S o .

650000 iso-NNAL d3 Inicial: 80 °C mon’rgner 2 min .

Rampa 1: 10 °C/min hasta 160 °C y mantener 1 min
600000 Rampa 2: 2 °C/min hasta 200 °C mantener 2 min.

Rampa 3: 20 °C/min hasta 260 °C y mantener 5 min
550000+
5000004
4500004
4000004
350000
3000001
2500004 NNAL
2000004
1500004
1000004
50000

20'8321.40
1815 ”fa 8 | i A 2306
0 S e e T M e e E e e e T T R
Time-> £.00 8.00 10,00 12.00 14,00 16,00 18,00 20,00 2200 24.00 26,00 28100 30,00

Figura 7 Desarrollo del programa de temperatura para la columna HP-5MS. Programa inicial.
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BA 19120
1050000 .05 TIC
Gas acameador Helio a 1 mil/min
1000000 Temperatura Inyector: 200 °C
950000 iso-NNAL d3
Programa de temperalura:
o Inicial: 80 °C mantener 2 min
50000 Rampa 1: 10 °C/min haska 180 °C y maniener 1 min
- Rampa 2: 2 °C/min hasta 210 °C mantener 2 min.
NNAL Rampa 3: 20 °C/min haska 2460 °C y mankener 5 min
750000
i Condiciones del delector:
Temperatura Awdiar: 290 °C
£50000 Temperalura Fuente: 230 °C
600000 Temperatura del analizador: 150 °C
Modo de odquisicion de dalos: Banide completo
P de 50-350 myz.
£00000
450000
400000
0000
000
250000
200000
150000
100000 k
-y 2 . 20549
[ O O et T e -—.—?"?j‘r-‘hrn'—ll!j‘{‘.kj; -F-r-“—?’j‘?—' -w—-v--r-x—1-?“1-?—--‘-r-—r---:-BJ'..-‘--‘J.—-—-T"F-J—-—-—-‘.-.;E:"‘I'\!'N s = o i —— T e s e e e LA 2
T - EEI] 3&) 1000 12 00 1400 1600 18 00 2000 2200 24 00 2% 00 28 00 30 00 2200 34 00 % 00

Figura 8 Desarrollo del programa de temperatura para la columna HP-5MS. Programa final.
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RBundance
30000004

2800000+

2600000+

2400000+

2200000+

2000000+

1800000+

1600000+

1400000+

1200000+

1000000+

800000+

£00000+

400000+

200000+

0

Gas acarreador Helio a 1 mL/min
Temperatura Inyector: 200 °C

Programa de temperatura:

Inicial: 80 °C mantfener 2 min

Rampa 1: 10 °C/min hasta 160 °C y mantener 1 min
Rampa 2: 2 °C/min hasta 200 °C y mantener 1 min
Rampa 3: 20 °C/min hasta 260 °C y mantener 5 min

3351

iso—-NNAL d3

LI

NNAL

TIC

Time-->

£
|75 LRI, (R R

10.00

£ o 2
1200 1400 1600 18,00 2000 200

P

%600

- CHE
28.00

3000

TR AT

3800

Figura 9 Desarrollo del programa de temperatura para la columna DB-17. Programa inicial.
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bbundance 27119
30000004 Gas acarreador Helio a 1 mL/min TIC
Temperatura Inyector: 230 °C
2800000
Programa de temperatura:
2600000 Inicial: 50 °C mantener 2 min
Rampa 1: 15 °C/min hasta 200 °C y mantener 15 min
2400000 Rampa 2: 40 °C/min hasta 260 °C y mantener 10 min
Condiciones del detector:
i Temperatura Auxiliar: 260 °C NNAL
sl Temperatura Fuente: 230 °C
Temperatura del analizador: 150 °C
1800000 Modo de adquisicién de datos: Barrido completo
de 50-350 m/z.
16000001
14000001
12000004
2358
10000004
800000 iso—-NNAL d3
£00000
400000
200000
L k‘v‘— T
Tine> 200 400 00 B00 1000 1200 1400 1600 1800 200 2400 2600 2800 00 300 3400 300

Figura 10 Desarrollo del programa de temperatura para la columna DB-17. Programa final.
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EBundance 24130
1700000 : :
Gas acarreador Helio a 1 mL/min g TIC
Temperatura Inyector: 225 °C
1600000
EGo ] Programa de temperatura:
Inicial: 80 °C mantener 1 min
1400000 Rampa 1: 20 °C/min hasta 180 °C y mantener 1 min
Rampa 2: 2 °C/min hasta 210 °C y mantener 1 min
1300000+ Rampa 3: 20 °C/min hasta 260 °C y mantener 5 min
1200000 NNAL
1100000
1000000
iso—-NNAL d3
9000004
500000
700000
600000
5000004
4000004 W
JW
3000004
2000004
1000004
"" ) A JLJLWV'
3 SR T R T D S S, S i e S O L R L L S L ORN (VOSSR S R R S N ST M N I BT (T SEEEL BRSO U N O TR ST, T - S I T S0 SR S SR TV N I e o ) S LT LT TR [T T
Time-> 200 400 500 800 10,00 1250 1400 16,00 18000 20000 2250 2450 26,00 28000

Figura 11 Desarrollo del programa de temperatura para la columna DB-1701. Programa inicial.
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[AEundance 22

wmo0|  Gas acarreador Helio a 1 mL/min TIC
Temperatura Inyector: 225 °C

2400000
Programa de temperatura:
\ Inicial: 80 °C mantener 1 min
s Rampa 1: 20 °C/min hasta 210 °C y mantener 5 min
Rampa 2: 3 °C/min hasta 237 °C y mantener 5 min
2000000 Rampa 3: 10 °C/min hasta 260 °C y mantener 5 min
Condiciones del detector: nx NNAL
1800001 Temperatura Auxiliar: 260 °C
Temperatura Fuente: 230 °C
1600000 Temperatura del analizador: 150 °C
Modo de adquisicién de datos: Barrido completo
1400000 ] de 50-350 m/z.
iso-NNAL d3
12000004
1000000
800000
600000
4000004
200000 L/\ L —/W‘w
o A A ,\__J\Jl_'__ A vl Ny
Tima-> "E)’J' v 'd('I]' v 'E.E'ID' S '863' Rl 'HJl[D' vil '|7]GO' e ‘N!CID' =N 'm'm' ¥ ‘IB'I]O' o ‘TOIDD' - "—‘71120 # v"AYOO' R '75'00' 3 "‘8,00' N '30'00' v ']"m' & B

Figura 12 Desarrollo del programa de temperatura para la columna DB-1701. Programa final.
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3.1.3 Establecimiento de los parametros de adquisicién de datos.

Mediante el analisis de los espectros de masas obtenidos, mostrados en las
figuras 5 y 6, se determinaron los iones principales para cada compuesto, siendo
los iones 148 y 108 m/z para el NNAL y los iones 150 y 117 para el iso-NNAL d3.
Una vez obtenidas las mejores condiciones para la separacion cromatogréfica, se
cambid la adquisicion de datos de barrido completo a monitoreo de i6n selectivo,
con la finalidad de aumentar la sensibilidad del método cromatogréafico
desarrollado. Para ello se establecierondos ventanas de adquisiciéon de datos; los
iones incluidos y el tiempo de monitoreo de cada ventana, se indica en la tabla 12.
Los cromatogramas obtenidos mediante este modo de adquisicién de datos, se

muestran en las Figuras 13 a la 15.

Tabla 12 Ventanas de monitoreo para el modo SIM

lones monitoreados
Columna Tiempo (min) Compuesto
(m/z)
5-20.5 150y 117 iso-NNAL d3
HP 5MS
20.5-37.5 148y 108 NNAL
5-20 150y 117 iso-NNAL d3
DB-1701
20-33 148 y 108 NNAL
DB-17y 5-23.5 150y 117 iso-NNAL d3
DB-17MS 23.5- 37 148y 108 NNAL




Bbundancel 1920
420000 S I R
i Gas acarreador Helio a 1 mL/min
iso—-NNAL d3 Temperatura Inyector: 200 °C
3800004
260000 S Programa de temperatura:
Inicial: 80 °C mantener 2 min
000 Rampa 1: 10 °C/min hasta 180 °C y mantener 1 min
320000 Rampa 2: 2 °C/min hasta 210 °C mantener 2 min.
e Rampa 3: 20 °C/min hasta 260 °C y mantener 5 min
280000 Condiciones del detector:
Temperatura Auxiliar: 290 °C
=y Temperatura Fuente: 230 °C
240000 NNAL Temperatura del analizador: 150 °C
Modo de adquisicidon de datos: SIM
2200004
200000
180000
160000
140000
120000
100000
80000
60000
40000
20000 k k
Time-> 800 2000 2200 o0 2600 2800 3000 spoo | 3ab0 3800

Figura 13 Cromatograma obtenido con programa final de temperatura para la columna HP-5MS, adquisicion de datos SIM.
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\Bbundance] 27118 S I R
iy Gas acarreador Helio a 1 mL/min
Temperatura Inyector: 230 °C
550000
Programa de temperatura:
- Inicial: 50 °C mantener 2 min
Rampa 1: 15 °C/min hasta 200 °C y mantener 15 min
Rampa 2: 40 °C/min hasta 260 °C y mantener 10 min
oy Condiciones del detector: NNAL
Temperatura Auxiliar: 260 °C
400000 Temperatura Fuente: 230 °C
Temperatura del analizador: 150 °C
p— Modo de adquisicion SIM
300000
250000
2359
200000
150000 iso—-NNAL d3
100000
50000
llI""I""I""I""I'h":'I""I"''I""I""I"“I""I""l"‘L'I"“I'"'I""I""I"‘
Time--> 200 4.00 £.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00 28.00 30.00 32.00 34.00 36.00

Figura 14 Cromatograma obtenido con programa final de temperatura para la columna DB-17, adquisicion de datos SIM.
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| REA Al SIR
1050000 183
s Gas acarreador Helio a 1 mL/min
950000 Temperatura Inyector: 225 °C
900000
Programa de temperatura:
A0, Inicial: 80 °C mantener 1 min
800000 Rampa 1: 20 °C/min hasta 210 °C y mantener 5 min
e Rampa 2: 3 °C/min hasta 237 °C y mantener 5 min
Rampa 3: 10 °C/min hasta 260 °C y mantener 5 min
700000
s Condiciones del detector:
Temperatura Auxiliar: 260 °C
600000 Temperatura Fuente: 230 °C
550000 . Temperatura del analizador: 150 °C
e iso-NNAL d3 Modo de adquisicién de datos: SIM
450000
400000
350000
300000
NNAL
250000
200000
150000
100000
50000 L k
Tiesd 0 v Sl o SR ek SR e oo gt e S S Vg W Spapes O dggpn @ RS T T Sgget 5V S

Figura 15 Cromatograma obtenido con programa final de temperatura para la columna DB-1701, adquisicion de datos SIM.
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3.1.4 Seleccion de Columna Cromatografica.

3.1.4.1 Resolucion de los picos cromatograficos.

90

Con los programas de temperatura finales para cada columna, se

analizaron por duplicado soluciones estdndares de la mezcla de NNAL e

iso-NNAL-d3 con una concentracién de 25 pg mL™" para cada compuesto y se

calculd la resolucion de los picos cromatograficos del NNAL y del iso-NNAL-d3.

Los resultados se muestran en la tabla 13.

Tabla 13 Resoluciones de los picos cromatograficos con las diferentes columnas.

Columna Cromatografica | Resolucion
HP-5MS 1.44
DB-17 6.00
DB-1701 3.33
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3.1.4.2 Asimetria de los picos cromatograficos.
Con los programas de temperatura finales para cada columna, se

analizaron por duplicado soluciones estandares de la mezcla de NNAL e
iso-NNAL-d3 con una concentracién de 25 pug mL" para cada compuesto y se
calcularon los factores de asimetria de cada columna; los resultados se muestran
en la tabla 14, donde se puede observar que la columna DB-1701 presenta los

mejores factores de asimetria, es decir valores cercanos a la unidad.

Tabla 14 Factores de asimetria del iso-NNAL-d3 y el NNAL con
cada columna cromatografica.

Columna iso-NNAL-d3 NNAL

a® | b | wt | Te | & | b® w? | Te

HP5MS |4.25|6.5(10.7541.27§7.75| 10 |17.75}1.14
DB-17 |7.25]| 4 |11.25]0.7813.75|2.25 6 0.80

DB-1701 |4.25(45| 8.75 J1.0315.75| 5.5 | 11.25]10.98

4Las medidas estan expresadas en mm.

Debido a que se cambié el modo de adquisicién de datos, de barrido
completo o full scan a monitoreo de iones unicos o SIM, se calcularon los factores
de asimetria cuando se adquirieron los datos en modo SIM, los cuales se

muestran en la tabla 15.
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Tabla 15 Factor de asimetria para cada columna cromatografica en cromatogramas
obtenidos por SIM.

iso-NNAL-d3 NNAL

Columna

2 b? | w® | Te a® | b | w? Tr

HPSMS | o oo l575 11501010 10 | 9 | 19 |ogs

DB-17 | 705(325|1050072) 35 |15 5 [o.71
DB-1701

45 [425]18.751097)7.25| 4 111.25]0.78

Las columnas DB-17 y la DB-1701 presentaron un T¢ menor a 1, lo cual
indica que hay distorsién frontal de los picos cromatograficos, mientras que la

columna HP-5MS da un Tk cercano a 1.

3.1.4.3 Limites de deteccion.
Los resultados obtenidos al realizar estas pruebas se muestran en la tabla

16, donde se puede observar que la minima concentracion detectada bajo el
sistema de adquisicion de datos SIM fue de 0.5 pg mL' para las columnas
HP-5MS y DB-17 mientras que para las columnas DB-1701 y DB-17MS fue de

0.001 pg mL™,
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Tabla 16 Resultados de sensibilidad obtenidos (n=2).

Concentracion Columna Columna Columna Columna
(ng mL™) HP-5MS DB-1701 DB-17 DB-1 7MS
Area Area Area Area
1x10°" N.D. N.D. N.D. N.D.
1x10°" N.D. N.D. N.D. N.D.
1x10° N.D. 2280 N.D. 1208
-2
1x10 N.D. 3035.5 N.D. 1221
0.1 N.D. 13805 N.D. 16318
0.5 3684 51924 2707 188052
1 11178.5 123474.5 9258.5 226243
5 135660 1056425.5 102103.5 N.R.
25 2659882 10573100 1062989 N.R.
N.D.= No detectado N.R.= No realizado

3.1.4.4 Prueba preeliminar del desempefio de la columna con extractos de
orina.

Con las columnas DB-1701 y la DB-17, se analizaron extractos de orina,
obtenidos mediante extraccion liquido-liquido y utilizando los programas finales
para cada columana, en las figuras 16 y 17 se muestran los cromatogramas

obtenidos.
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Figura 16 Cromatograma de extracto de orina adicionada a 15 ng mL™ obtenido con la columna DB-1701
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170000

160000+

1500004

140000

1300004

120000

110000

106000
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Figura 17 Cromatograma de extracto de orina adicionada a 15 ng mL™" obtenido con la columna DB-17.
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3.1.4.5 Modificaciones al programa de temperaturas para la columna
DB-17.

Al utilizar la columna DB-17, se observd que las formas de los picos
cromatograficos habian cambiado, por lo que se plantearon modificaciones para
volver a ajustar las formas de los mismos; en la tabla 17 se muestra el programa

de temperatura final para la columna.

Tabla 17 Condiciones cromatograficas para el analisis por GC-MS con la columna
DB 17 y DB-17 MS.

Gas acarreador Helio a 1 mL/min

Temperatura Inyector: 230 °C

Programa de temperatura:
Inicial: | 80 °C mantener 1 min
Rampa 1: | 15 °C/min hasta 190 °C y mantener 12 min
Rampa 2: | 10 °C/min hasta 240 °C y mantener 5 min

Rampa 3: | 20 °C/min hasta 290 °C y mantener 7 min

Temperatura de la interfase | 260 °C

Temperatura del analizador | 150 °C

Temperatura de la fuente 230 °C

Adquisicién Monitoreo de ion selectivo (SIM)
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3.1.5 Validacién del sistema cromatografico.

3.1.5.1 Linealidad.
Para validar el sistema cromatografico se construyeron curvas de

calibracién con el método de estandar interno (9 niveles de concentracion por
triplicado), por lo que en la construccion de las mismas se graficd la relacion de
areas del NNAL/iso NNAL d3. En la figura 18 se puede observar el tipo de curva
obtenida, la cual al realizar la inspeccion visual no ajusta a una regresion lineal,
ademas de que el coeficiente de determinacién (r?) fue inferior al 0.99, valor

recomendado por la FDA.”
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Figura 18 Curva de calibracion de NNAL con regresion lineal.
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Se realiz6 un analisis, donde se encontré que los datos presentaron buen

ajuste a una ecuacién de segundo grado (r’= 0.997), como se puede observar en

la figura 19.
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Figura 19 Curva de calibracién con regresion polinomial de segundo grado.

3.1.5.2. Precision.

Los resultados obtenidos para la evaluacién de la precisién intradia, se

muestran en la tabla 18, donde el % DER fue menor al 6 %.
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Tabla 18 Precisién intradia (n=3).

Concentracion (ug mL™) | Relacién promedio | % DER

0.1 0.0638 5.90
1 0.7301 4.64
5 9.0660 3.85

3.1.5.3 Exactitud.

Con la finalidad de evaluar la exactitud del sistema, se realizé el célculo de
concentraciones utilizando la ecuacién obtenida de la curva de calibracién.
Posteriormente se graficé la concentracion nominal de los estandares de
calibracién y la concentracion calculada para cada estandar aplicando la ecuacién
de la recta de la curva de calibracion. La gréafica obtenida se muestra en la Figura
20, en la cual podemos observar un valor de r? de 0.998 y una pendiente con un

valor de 1.006, un valor cercano a la unidad.

Ademas, se calcul6 el error relativo de cada nivel de concentracion, cuyos

resultados se muestran en la tabla 19.
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Anadlisis de correlacion de las concentraciones
nominal vs concentracion calculada
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Figura 20 Grafica para el andlisis de correlacion entre las concentraciones para evaluar
exactitud.

Tabla 19 Valores de error absoluto y % de error relativo para la evaluaciéon de la exactitud
del método cromatografico (n=3).

Cesperada | promedio caloulada | — promedio. Error elativo
(ug mL-1) (ug mL-1) (pg mL-1)
0.1 0.09 0.01 14.66
0.2 0.15 0.05 22.52
0.3 0.23 0.07 23.58
0.4 0.36 0.04 8.94
1 1.06 0.06 6.48
2 2.09 0.09 4.40
3 3.01 0.05 1.82
4 3.91 0.09 216
5 5.04 0.07 1.47
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3.1.6.4 Limite de deteccidn y limite de cuantificacion.

Para evaluar la sensibilidad del sistema cromatogréafico, se determinaron
experimentalmente los limites de deteccion y cuantificacion. El limite de deteccion
fue de 0.001 pg mL", mientras el limite de cuantificacién se establecié en

0.05 ug mL™" con un % DER de 18 %.

3.2 Preparacién de Muestras

En esta seccidén se muestran los resultados obtenidos al desarrollar los

distintos métodos para la preparacion de muestra.
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3.2.1 Extraccion con Polimeros Molecularmente Impresos.

Se utilizaron cartuchos de extraccion en fase sélida con polimeros
molecularmente impresos de 25 mg de fase extractante y 10 mL de capacidad, se
prepard el cartucho segun lo descrito en la seccion 2.4.1 y el procedimiento se

realiz6 segun lo descrito en la tabla 6 de la seccién 2.4.1.1.

3.2.1.1 Perfil de elucién.

Con la finalidad de determinar el volumen de elucién a utilizar, se realizé el
perfil de elucidn, los resultados obtenidos se muestran en la tabla 20. Se decidié
realizar la elucion con un volumen de 4 mL de la mezcla Metanol:DCM (9:1 v/v) y
para asegurar que el cartucho esté libre de analitos, se lavd con 4 mL del solvente

de elucion.
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Tabla 20 Areas obtenidas en el perfil de elucién (n=2).

mL | Area NNAL | Area iso-NNAL d3
1 453753 3752225
2 618 5951
3 124 1232
4 79 586
5 0 0
6 0 0
7 0 0
8 0 0
9 0 0
10 0 0

El método desarrollado de SPE-MIP para el andlsis de NNAL se muestra en la

Tabla 21.
Tabla 21 Condiciones del método de SPE-MIP final.
Fase Variable Condicién
Carga de Volumen de muestra 5 mL
muestra Velocidad de flujo 0.5 mL min™
Lavado Agua 2 porciones de 1 mL
Vacio alto 10 min
Tolueno 1 mL
Tolueno:DCM (9:1 v/v) 1mL
Tolueno: DCM (4:1 v/v) 1mL
Vacio 2 min
Elucién DCM:Metanol (9:1 v/v) 4 porciones de 1 mL, aplicar
vacio entre cada porcién.
Velocidad de flujo 0.2 mL min™
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3.2.2 Microextraccion en fase sélida (SPME).

104

a adicionada con 0.1 ug mL™" del NNAL

E-MIP descrito en la tabla 21.

Se utilizaron 4 fibras de extraccion en fase sdélida para compuestos volatiles

y semivolatiles.
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3.2.2.1 Seleccién de fibra.

Para seleccionar el recubrimiento mas adecuado para la SPME, se
probaron cuatro fibras disponibles comercialmente. Los resultados obtenidos se
muestran en la Figura 22, en donde se observa que las fibras DVB-CAR-PDMS y

CARBOXEN-PDMS no extraen a los analitos.

70000
60000 N |
50000 -
B0 - H DVB-PDMS
EPA

200%L = m DVB-CAR-PDMS
20000 - B CARBOXEN-PDMS
10000 -

0 -

NNAL Iso-NNAL-d3

Figura 22 Selccion de la fibra de SPME mas adecuada.



También se puede observar que la fibra de PA extrajo mayormente al estandar
interno, las areas obtenidas con la fibra fueron de 25202 con un 31.03 % DER de
para el NNAL y de 53059 con un 20.98 % DER de para el iso-NNAL-d3. Por otro
lado, la fibra de DVB-PDMS extrajo tanto al NNAL como al iso-NNAL-d3 con areas
obtenidas de 52141 con un 16.07 % DER para el NNAL y de 17799 con un 21.32

% DER para el iso-NNAL-d3, siendo el NNAL el que mejor se extrajo.

3.2.2.2 Optimizacién del proceso de desorcion.

En la tabla 22 se muestran los resultados obtenidos en cada uno de los
experimentos planteados, se tomd como limite la temperatura de 260 °C ya que en
esta temperatura se comenzdé a observar que los picos cromatograficos
cambiaban de forma. Ademas de la suma de areas se considerd la relaciéon de
areas obtenidas, las cuales fueron mayores a 250 °C por 3 minutos, por lo que se

establecieron estas condiciones como éptimas.

106
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Tabla 22 Disefio Simplex Secuencial Basico para la optimizacion de la desorcion térmica
de la fibora DVB-PDMS.

Experimento Tempieratura Tiempo Suma
(°C) (min) areas

1 230 3 30395

2 250 3 88928

3 240 5 83800

4 260 5 165850

5 260 3 156003

3.2.2.3 Optimizacion del proceso de extraccion

En la tabla 23 se muestran los resultados obtenidos en cada uno de los
experimentos planteados en el disefo factorial fraccionado. Al examinar el ajuste
de las variables en estudio y las respuestas obtenidas, mediante el uso de
regresion lineal multiple (MRL). El valor del porcentaje de variacion explicada por
el modelo matematico (R?) fue de 0.938 y el valor de la varianza para la respuesta
predicha mediante validacién cruzada (Q?) fue de -1.615. Para comprobar si este
valor mejoraba, se realizd un andlisis por ajuste de minimos cuadrados parciales

(PLS), donde se observé que el valor Q2 presenté un aumento, por lo que se



108

Tabla 23 Respuesta obtenidas de los experimentos del disefio factorial fraccionado para
la optimizacién de la extraccion de la SPME.

- Tiem Temperatur I Adicion Volumen
o | oomioge| e | Tage | Aden | de | 7 de” | agitacion | Relaion
(min) eq(unl1li|:)r|o Extlgg;:lon (%) organico m(uI:it)ra (rpm) de areas
(5 %)
1 60 10 60 5 Metanol 10 700 4.438
2 60 30 60 0 Acetonitrilo 5 700 1.844
3 60 30 80 0 Metanol 10 400 3.116
4 30 30 80 5 Metanol 5 700 1.95
5 60 10 80 5 Acetonitrilo 5 400 2.058
6 30 30 60 5 Acetonitrilo 10 400 2.228
7 30 10 80 0 Acetonitrilo 10 700 1.818
8 30 10 60 0 Metanol 5 400 1.989
9 45 20 70 25 Ninguno 8 550 2.972
10 45 20 70 25 Ninguno 8 550 2.876
11 45 20 70 2.5 Ninguno 8 550 2.224

realiz6 un analisis de descarte variable por variable para identificar cual era la que

presentd problemas en el ajuste del modelo. Se observé que al eliminar la variable

de la agitacion y volver a realizar el ajuste del modelo mediante MRL, se

obtuvieron coeficientes aceptables. De lo anterior se obtuvo la ecuacién 7.

RelaciOn de dreas = 2.47506 + 0.433875(t Ext) — 0.145625(t equilibrio) —

0.194625(T° ext) + 0.238375(Adici6n NaCl) —

0.443125(AdiciOn Solvente Orglnico) + 0.478862(Volumen de muestra)

Ecuacién 7




109

De esta ecuacién podemos observar que el tiempo de equilibrio (t equilibrio), la
temperatura de extraccion (T° ext) y la adicion de solvente organico presentan
coeficientes negativos lo que indica que el sistema mejora la respuesta al
disminuir el valor adoptado por cada variable. Mientras las varibles tiempo de
extraccion (t Ext), adicién de cloruro de sodio (adicion NaCl) y el volumen de
muestra presentaron un coeficiente positivo, es decir que la relacidon de areas

mejora al aumentar el valor adoptado por variable.

Del gréafico de coeficientes, presentado en la Figura 23a, se observdé que las
variables tiempo de extraccion, adicion de solvente organico y volumen de la
muestra son las que tienen mayor significancia para optimizar la respuesta de
acuerdo al valor presentado de los coeficientes observados en la ecuacion 7 asi

como del intervalo de confianza.

Se realiz6 un analisis de graficas de contorno de 2 variables a la vez donde se
obsrva la tendencia de los valores de las variables y como se interrelacionan entre
ellas. Y al utilizar la aplicacién “Optimizer” del software, el cual trabaja con
modelos simulados por medio de un disefio de experimento simplex, se obtuvieron

las condiciones que se muestran en la tabla 24 como éptimas.
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Figura 23 Grafica de coeficientes de las variables investigadas en la optimizacién de la
extracién. TExt=Tiempo de extraccion, TEq= Tiempo de equilibrio, Temp= Temperatura de
extraccién, NaCl= Adicién de cloruro de sodio, SOrg= Adicién de solvente organico y
Vmta= Volumen de la muestra.

Para corroborar el resultado obtenido mediante el "Optimizer" se realizé un
andlisis por triplicado de muestras de orina y se calculd la desviacion estandar
relativa (% DER), se obtuvo una relacion de 4.40 con un 6.7 % DER, en la Figura

24 se muestra el cromatograma del andlisis de una muestra de orina adicionada.
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Tabla 24 Condiciones éptimas para el método de HS-SPME del NNAL.

EXTRACCION
Tiempo de equilibrio 10 minutos
Tiempo de extraccion 60 minutos
Temperatura de extraccion 60 °C
Adicién de NaCl 5 %
Adicion d,e fsolvente Metanol 5 %
organico
Volumen de Headspace 5mL
Volumen de muestra 10 mL
Agitacion 700 rpm
Desorcidn
Temperatura 250 °C
Tiempo 3 minutos
" HS-SPME.
" [JJ\
I ‘
|l
™ R iso-NNALd3

Figura 24 Cromatograma de una muestra de orina adicionada con 4 pg mL™" del NNAL y
1 ug mL™ del estandar interno obtenido con el método HS-SPME descrito en la tabla 24.
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3.2.3 Extraccién en fase sélida con cartuchos tC18.

Se realiz6 la optimizacién del método de extraccion utilizando cartuchos
Sep Pack t C18 de 1g con capacidad de 6 mL. Se acondicionaron con 10 mL de

metanol y 10 mL de agua bidestilada.

3.2.3.1 Optimizacion del método de extraccidon

En la tabla 25 se muestran los resultados obtenidos en cada uno de los
experimentos planteados en el disefio factorial fraccionado. Al examinar el ajuste
de las variables en estudio y las respuestas obtenidas, mediante el uso de
regresion lineal multiple (MRL), se observé que el porcentaje de la variacion
explicada por el modelo (R?) de 0.809, al igual que la validez del modelo y la

reproducibilidad, sin embargo el valor de Q2 indica que el modelo no presenta una
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buena prediccion de nuevos datos de acuerdo a los resultados obtenidos en la

validacion cruzada (Q2= 0.135). Para comprobar si este valor mejoraba, se realizé

un analisis por ajuste de minimos cuadrados parciales (PLS). Se examiné el

comportamiento de las variables, encontrando que la velocidad de carga y la

velocidad de elucién no eran correctamente descritas por el modelo. Al eliminar

estas variables se obtuvieron coeficientes aceptables al repetir el ajuste del

modelo mediante MRL; con el nuevo ajuste se obtuvo la ecuacién 8.

Area del NNAL = 3406360 — 1199810(% Metanol en la solucitn de lavado) —

1180770(Volumen solucitn de lavado)

Ecuacion 8

Tabla 25 Respuesta obtenidas de los experimentos del disefio factorial fraccionado para
la optimizacion de la extraccion de la SPE tC18.

velocidad % Metanol en Volumen de Velocidad de ;
E'\)l(g' de carga la solucion de solvente de elucio_n A;le'j\AdLel

(mL/min) lavado lavado (mL) (mL/min)
1 0.5 5 2 0.2 5005360
2 S 5 2 2 4804780
3 0.5 20 2 2 3632190
4 5 20 2 0.2 3929300
5 0.5 5 6 2 3763970
6 S 5 6 0.2 3873700
7 0.5 20 6 0.2 225738
8 5 20 6 2 62087
9 2.75 12.5 4 1.1 4534500
10 2.75 12.5 4 1.1 3694290
11 2.75 12.5 4 1.1 3944030
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En el grafico de coeficientes presentado en la Figura 25, se observé que las
variables % de Metanol en la solucién de lavado y el volumen de solucion de
lavado mostraron tener influencia en el desempeno de la extraccion, se observé
que la recuperacion del analito aumentaba al disminuir las variables, lo cual se
indica en la ecuacién 8 donde los coeficientes de las variables son negativos. Se
utilizé la aplicacion Optimizer del software, el cual trabaja con modelos simulados
empleando un disefio de experimento simplex, para ellos se cambiaron las
condiciones limites para el porcentaje de metanol en la solucion de lavado siendo
el limite 1 % de metanol y se obtuvieron las condiciones que se muestran en la

tabla 26 como 6ptimas.

Grafica de coeficientes del disefio de experimentos para la optimizacion de la extraccion por SPE tC1i

Scaled & Centered Coefficients for Area NNAL
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MODDE 2 - 22/08/2016 04:21:50 p.m.

Figura 25 Grafica de coeficientes de las variables investigadas en la optimizacién de la

extracién por SPE tC18.
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Tabla 26 Condiciones éptimas para el método de SPE tC18 del NNAL.

EXTRACCION
Velocidad de carga 3 mL min”
% metanol en la solucién de
1%
lavado
Volumen de solucién de 5 mL
lavado
Velocidad de elucién 1 mL min”

En la tabla 27 se muestran los resultados obtenidos con el método de extraccion
Optimo para SPE tC18; también se realiz6 un experimento con 5 % de metanol en

la solucién de lavado y se compararon los resultados obtenidos.

Tabla 27 Comparacién de areas de NNAL con solucion de lavado de diferente
composicion.

1% MEOH 5 % MEOH

Réplica1 4362509 4999695
Réplica2 4792136 4855044
Réplica3 4968351 4817562
Promedio 4707665.33 4890767.00
DE 270540.88 96177.99
%DER 5.75 1.97
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Se realizaron pruebas de significancia para ver si existia diferencia entre los
valores de area del NNAL, dando como resultado que los métodos no presentan
una diferencia significativa, con un 95 % de confianza, en la precision ni en el
area de analito recuperada, por esta razén se seleccioné utilizar una solucién de

lavado que contenga 5 % de metanol.

3.2.3.2 Perfil de elucién.

El perfil de elucion que presentan tanto el analito como el estandar interno
se muestra en la tabla 28. De acuerdo con estos resultados, en los experimentos

subsecuentes se seleccion6 eluir con 3 mL de metanol al 100 %.



117

Tabla 28 Areas obtenidas en el perfil de elucién de SPE tC18 (n=2).

Fraccién | Area Area
(mL) NNAL iso-NNAL-d3

1 1197201 6601009.5
2 90188.5 691544
3 936 39917

4 0 0

5 0 0

6 0 0

7 0 0

8 0 0

9 0 0

10 0 0

El método optimizado de SPE tC18 para la extraccién de NNAL en orina se
presenta en la tabla 29. Con este método se realizé una extraccidén por triplicado
de muestra de orina de no fumador adicionada a 100 ng mL™ y se obtuvo una
desviacion estandar relativa de 1.6 % de la relacion de areas del NNAL/iso-NNAL-

d3; en la figura 26 se presenta el cromatograma obtenido.

Tabla 29 Condiciones finales para el método de SPE tC18 del NNAL.

EXTRACCION
Velocidad de carga 3 mL min™
% Metanol en la solucién de 5%
lavado
Volumen de solucién de 2 mL
lavado
Secado 2 min a alto vacio
Elucion
Volumen 3 mL de metanol al
100 %
Velocidad de elucion 1 mL min”
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Figura 26 Cromatograma de una muestra de orina adicionada con 0.1 pg mL™" del NNAL
y del estdndar interno obtenido con el método SPE-MIP descrito en la tabla 29.

3.3 Seleccién del método de extraccion para la preparacién de Muestras

Debido a que el método desarrollado para la extraccion del NNAL por

HS-SPME mostré una baja recuperacion, 40 veces menor a la observada con los
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métodos de extraccion en fase sdlida, no se siguid trabajando con este método de
preparacion de muestra. En la tabla 30 se muestran los resultados de

recuperacion de los métodos de SPE-MIP y de SPE tC18 para el NNAL.

Tabla 30 Comparacién de los métodos desarrollados (n=3).

Método | % Recuperacion | %DER | Tiempo | Costo

SPE-MIP 120.0 8.3 120 min | +++++

SPE tC18 130.3 10.0 | 60 min | +++

3.4 Validacién del método SPE-MIP para la determinacién de NNAL

Se seleccioné el método de SPE-MIP como el que presentdé mejor
desempeno. Los resultados obtenidos de la validacién del método por SPE-MIP

para la determinacion de NNAL en muestras de orina se muestran en la tabla 31.



120

Tabla 31 Datos obtenidos de la validacién del método SPE-MIP desarrollado.

Pardmetro Resultados
Linealidad Regresién de segundo grado
y=-7x10% + 0.010x +0.004
r’= 0.994
2ngmL” 8 % DER
Precision intradia 10 ng mL" 4.7 % DER
25ng mL" 1.3 % DER
2ng mL" 11.9 % Error Relativo
Exactitud 10 ng mL™ 9.3 % Error Relativo
25 ng mL" 5.8 % Error Relativo
Coreon o
2—
calculada y real r=0.993
Limite de deteccién 0.7 ng mL™
Limite de 2 ngmL", DER =8 %.
cuantificacion

3.5 Aplicacion del método SPE-MIP para la determinacion de NNAL en muestras
de orina

En la tabla 32 se muestran los resultados del analisis de dos muestras de orina de

sujetos fumadores y de no fumadores adicionadas a 2 ng mL™.
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Figura 27 Cromatograma de mestra de orina de fumador extraida con el método de SPE-MIP.
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Figura 28 Cromatograma de muestra de orina de no fumador adicionada a 2 ng mL™" extraida con el método de SPE-MIP.
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Tabla 32 Resultados del analisis de muestras de orina de fumador y no fumador
adicionadas (n=2).

Tipo de muestra Concentracion

Orina fumador No detectado

Orina de no fumador adicionada | 2.20 ng mL" +0.24 ng mL"




CAPITULO 4

DISCUSION

4.1 Cromatografia de Gases-Masas (GC-MS)
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4.1.1 Establecimiento de las condiciones de separacion cromatografica.

Para obtener una separacion satisfactoria de todos los analitos y el
estandar interno se evalué el comportamiento de cuatro columnas
cromatograficas, las cuales se han reportado en diferentes referencias
bibliograficas.?®, " Para cada una fue necesario evaluar diferentes programas de
temperatura hasta elegir aquel en el que las senales tanto del NNAL como del
iso-NNAL-d3 presentaran tiempos de retencion diferentes y no solapados, es

decir, hasta obtener un cromatograma con buena resolucion.

Para la identificacion de los analitos, se realizaron inyecciones de los
estandares individuales y se obtuvo el espectro de masas promedio, los cuales se
muestran en las Figuras 5 y 6. Debido a que la versién de la biblioteca NIST con la
que se cuenta en el software del equipo, no se encuentran los espectros de masas
del NNAL e iso-NNAL-d3 se compar6 con el espectro de masas reportado por

/.,75

Sleiman et a siendo los espectros de masas obtenidos semejantes a lo

reportado.

En las figuras 7 a la 12 se muestran los cromatogramas obtenidos con las
diferentes columnas y las diversas modificaciones al programa de temperaturas.

Para evaluar el desempefio de la columna HP-5MS, se comenzé a trabajar con el
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programa de temperatura previamente reportado por Bernet et al. %

y como puede
observarse en el cromatograma mostrado en la figura 7, los picos cromatograficos
no se encuentran resueltos (Rs = 1.05) y presentan una forma asimétrica. Con la
finalidad de plantear las modificaciones pertinentes, se analizé el programa de
temperaturas y se determind que la elucion de estos analitos se produce a una

temperatura de 184 °C, con una velocidad de cambio de temperatura de

2°C min™.

Se realizaron diferentes modificaciones del programa de temperatura, asi
como de la temperatura de la interfase, ya que el coleo puede ser ocasionado por
una incompatibilidad de temperaturas, es decir que la temperatura final del
programa de temperatura del horno este muy por debajo o0 muy por encima de la
temperatura de la interfase. En la Figura 8 se muestra el cromatograma obtenido
con el programa final de temperaturas presentado en la seccién 3.1.2, en el cual
se logré una mejor resolucién de los analitos y se mejoré la forma de los picos

cromatograficos; la resolucién obtenida fue de 1.44.

Para evaluar el desempeno de la columna DB-17, se comenzé a trabajar
con el programa de temperatura previamente reportado por Bernert et al.?® En la
Figura 9 se puede observar el cromatograma obtenido con este programa de
temperatura, con el cual se logré una buena resoluciéon (Rs = 1.81), pero los picos

cromatograficos presentaron una forma asimétrica. Se probd otro programa de
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temperatura reportado por Zhou et al.”* quienes utilizaron una columna VF-17MS
con caracteristicas de polaridad idénticas a la de la columna utilizada y se obtuvo
el cromatograma que se presenta en la figura 10, en el cual se logré una buena
resolucién de los picos de los analitos y una forma de pico cromatografico

simétrico.

Para la columna DB-1701, se comenzd a trabajar con el programa de

temperatura previamente reportado por Hencht et al.*?

En la Figura 11 se muestra
el cromatograma obtenido con este programa de temperatura, en el cual los picos
cromatograficos presentaron una buena resolucion (Rs= 4.4) pero fue dificil
evaluar la asimetria de los picos, puesto que los analitos eluian en una parte de
elevacién de la linea base. Con la finalidad de plantear las modificaciones
pertinentes, se analizé el programa de temperaturas y se determin6 que la elucion

de estos analitos se produce a una temperatura de 210 °C, en un tiempo en que la

corrida cromatografica presenta temperatura isotérmica.

Se realizaron diferentes modificaciones a las rampas de temperatura
propuestas inicialmente. En la Figura 12 se muestra el cromatograma con el
programa final de temperaturas, en el cual se logré una resolucién de los analitos
adecuada y las formas de los picos cromatograficos se acercaron a lo deseado, es

decir, picos simétricos.
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Con la finalidad de mejorar la sensibilidad y selectividad del método
desarrollado, una vez establecidas las condiciones Optimas de separacidén
cromatografica para cada columna, se cambi6é la modalidad de adquisicién de
datos de barrido completo (Full Scan) al modo de monitoreo selectivo de iones
(SIM); para lo cual, se establecieron 2 ventanas de adquisicién de datos, la cuales
se muestran en tabla 12; en las figuras 13 a la 15 se pueden observar los
cromatogramas obtenidos utilizando esta forma de adquisicion de datos. Las
pruebas de sensibilidad para cada columna, se obtuvieron mediante SIM ya que
en Full Scan se obtuvieron valores mayores ya que al tener una mayor ventana de
iones a analizar el tiempo de adquisicion para cada uno es menor y la sensibilidad

disminuye, caso contrario a SIM.

La seleccién de columna se basd, como se mencion6 en el capitulo 2, en la
resolucién del cromatograma obtenido, ver Tabla 13, la forma de los picos
cromatograficos, mostrado en las Tablas 14 y 15, asi como en los limites de
deteccion observados con cada columna, mostrados en la Tabla 16. Se pudo
observar que la columna HP-5 MS presenté picos asimétricos y poco resueltos y
un limite de deteccién de 0.5 ug mL™, con la columna DB-17 se logré detectar
hasta 5 pg mL" y los picos cromatograficos obtenidos mostraron un poco de
fronteo y finalmente, con la columna DB-1701 se determind una sensibilidad de
0.001 ug mL" y los picos cromatogréaficos fueron asimétricos. No obstante que la
columna DB-1701 presentd los mejores factores de asimetria al utilizar la

adquisicion de datos mediante barrido completo, mostré6 un aumento considerable
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de la linea base en la regién de elucion de los analitos, lo que podria interferir en

la cuantificacion de los mismos a niveles bajos de concentracion.

Se realizaron pruebas preeliminares para evaluar la capacidad de la
columna de resolver senales que pudieran coeluir con las sefnales de los analitos
de interés, por lo cual se realizd una extraccion liquido-liquido, utilizando
diclorometano como fase extractante, de orina de fumador adicionada con NNAL.
Se probd primero la columna DB-1701, pero debido al aumento en la linea base
del cromatograma que esta columna present6, mostrado en la Figura 16, no fue
posible detectar la senal del analito; por esta razén se prob6 el comportamiento de
la columna DB-17 con un extracto semejante y se logré observar senales de los
analitos, aunque los picos cromatograficos obtenidos fueron anchos y coleados, lo
cual se puede observar en la Figura 17, por lo que se modifico el programa de

temperatura, el cual se presenta en la tabla 17.

A pesar de que las columnas DB-17 y DB-1701 han sido reportadas para el
analisis de NNAL, no estan disenadas para efectuar cromatografias de un amplio
rango de muestras de niveles traza ya que presentan una degradacion del
polimero de la fase estacionaria, debido al tipo de entrecruzamiento de la fase
estacionaria, lo cual provoca que la linea base aumente al incrementar la
temperatura de elucién,”® lo cual podria perjudicar al momento de realizar el

analisis de muestras reales. Debido a que se trabajé con un cromatégrafo de
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gases con espectrometria de masas, se recomienda el uso de columnas de bajo
sangrado, es decir columnas MS, por lo que se realizaron pruebas con la columna
DB-17MS la cual presenta una quimica de siloxanos especifica y un proceso de
desactivacion superficial, lo cual conlleva a tener una mayor estabilidad y por lo
tanto menor sangrado de la fase estacionaria a altas temperaturas. Se realizaron
pruebas con la columna DB-17MS utilizando el programa establecido para la
columna DB-17 en la tabla 17 y se realiz6 la prueba de sensibilidad, dando un
resultado equiparable con la columna DB-1701 por lo que, esta columna se

selecciond para el desarrollo del método.

4.1.2 Validacidén del sistema cromatografico.

Con la finalidad de validar el método cromatografico desarrollado para la
determinacién de NNAL, se evaluaron los parametros de linealidad, precision,
exactitud, limites de deteccién y cuantificacion para el NNAL mediante la técnica

de estandar interno.
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Como puede verse en la figura 18, al graficar la curva de calibracion se
observa que la regresion no se comporta de manera lineal, en el trabajo reportado
por Xia et al. en el 2005,”" realizaron la evaluacién de la linealidad con datos
ponderados, aunque no mencionan el tipo de manejo que realizaron a los datos,
en este trabajo, en la Figura 19, se observd que los datos ajustan en un modelo
polindmico de segundo grado. Este tipo de comportamiento ya se ha observado en
los métodos actuales para la determinacion de nitrosaminas, compuestos volatiles,
entre otros analitos, por técnicas cromatograficas y en el Método 8000D de la
Agencia de Proteccién Ambiental de Estados Unidos (U.S. EPA)”® se menciona
cémo evaluar los métodos cromatograficos que ajusten a regresiones polinémicas,
para lo cual se indica que se debe trabajar con al menos 6 estdndares de

calibracién.

En el caso de linealidad, el coeficiente de determinacién (r?) para el NNAL
fue mayor al criterio de aceptacion de un valor de 0.99. Para la precision intradia
se calcul6 el % DER de las sefiales obtenidas de estandares de concentraciones
de 0.1, 1y 5 ug mL™, que se muestran en la Tabla 18, los cuales se encontraron
en un rango de 3.85 a 5.90 %, lo cual es aceptable porque se cumple el criterio de
aceptacion indicado en la seccion 2.3.4.2. La exactitud fue buena, presentando
porcentaje de error relativos, los cuales se muestran en la Tabla 19 y fueron
menores al 24 %, por lo que son acepatables de acuerdo a lo establecido por la

EPA en el método 8000 D (<30%). También se realizé6 un ensayo de correlacion
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entre la concentracién nominal y la concentracion calculada mediante la ecuacién
polinbdmica de segundo grado, representado en la Figura 20, donde se pudo
observar una pendiente de 1.006 indicando que si existe una concordancia entre

los datos.

Los limites de deteccién y cuantificacion para el NNAL se determinaron
experimentalmente utilizando las condiciones finales de andlisis (tabla 17). El
limite de deteccién del sistema se establecié en 0.001 pg mL" y el Iimite de

cuantificacién en 0.05 pg mL™", con un 18 % DER (n=4).

4.2 Métodos de Preparacion de Muestra.

Se evaluaron distintos métodos de preparacion de muestras, cuya
aplicacion al analisis de NNAL en diversas matrices se ha reportado

anteriormente.
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4.2.1 SPE-MIP.

Se aplicé el procedimiento reportado por el proveedor para el andlisis del
NNAL con cartuchos molecularmente impresos, especificos para el NNAL. En este
estudio se logré la recuperacion del NNAL asi como del iso-NNAL-d3. Ya se ha
observado anteriormente que los cartuchos pueden extraer nitrosaminas distintas
al NNAL aun en el cartucho especifico.’® En el perfil de elucién, mostrado en la
Tabla 20, observamos que aun es posible distinguir senales a 4 mL de elucién,
contrario a lo que indica el protocolo estandar de los cartuchos (2 mL). Lo que nos
interesa es poder recuperar la mayor cantidad de masa de los analitos, por lo que
se decidi6 recolectar 4 mL de eluato, llevarlo a sequedad y reconstiruirlo en 150 pL
de metanol para su posterior analisis. Algo semejante lo observaron Yao et al. en
el 2012, donde para mejorar la extraccién del NNAL extrajeron 3 mL en lugar de
los 2 mL recomendados por el fabricante.”® También, Xia et al. en el
2005, "’ indican que en perfil de elucién siguen apareciendo sefales del analito
hasta la octava fraccion de 0.5 mL del solvente de elucién, lo cual concuerda con
lo observado en este trabajo. En la Tabla 21 se muestran las condicones
establecidas para la extraccion mediante esta técnica y en la Figura 21 se muestra

el cromatograma de una muestra de no fumador adicionada, donde se puede
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observar que no hay interferentes de la matriz en los tiempos de retencién

cercanos a los analitos.

4.2.2 SPME

El reporte encontrado de la aplicacion de la SPME para la determinacion de
TSNAs, ha sido de SPME en tubo acoplada en linea con un anélisis por HPLC.%
No se ha reportado anteriormente el uso de SPME por headspace para el analisis
de NNAL en muestras de orina: esta modalidad de SPME se utiliza principalmente
para la extraccién de analitos volatiles y semivolatiles a partir de una fase de vapor
en equilibrio con la muestra a extraer (ya sea gaseosa, liquida o sélida), ademas
que proporciona la ventaja de evitar o minimizar el dafno de la fibra por
componentes de la matriz. Debido a la disponibilidad de una variedad de fibras de
diferente polaridad, se preseleccionaron 4 tipos de fibras, disponibles
comercialmente, recomendadas para el analisis de compuestos volatiles y

semivolatiles.
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Se probaron las fibras: PA, CARBOXEN-PDMS, DVB-PDMS Y CAR-DVB-PDMS.
La fibora de DVB-CAR-PDMS, dado la mezcla de polimeros que presenta, se
recomienda para el andlisis de compuestos trazas; por otro lado, la fibra
CARBOXEN-PDMS se sugiere para el analisis de gases y compuestos de bajo
peso molecular, es ideal para el analisis de moléculas de dos a doce carbonos ya
que moléculas mas grandes de doce carbonos pueden ser altamente retenidas

sobre la superficie de las particulas y dificiles de desorber.

Los resultados obtenidos en los experimentos de seleccion de la fibra de SPME
mas adecuada para la extraccion del NNAL e iso-NNAL-d3 se muestran en la
Figura 22, en donde se observa que las fiboras DVB-CAR-PDMS vy

CARBOXEN-PDMS no extraen a los analitos.

La fibora de PA, recomendada para la extraccidn de compuestos polares, extrajo
mejor al estandar interno que al NNAL y presentdé mayor variacion en los
resultados, mientras que la fibra de DVB-PDMS, la cual se recomienda para el
analisis de compuestos volatiles, aminas y compuestos aromaticos nitrados que
son las caracteristicas del NNAL, extrajo mayor cantidad del NNAL que del
estandar interno y las variaciones observadas fueron menores que las obtenidas
con la fibra de PA. En base a esto se continu6 trabajando con la fiora DVB-PDMS

para la optimizacion de la extraccion y de la desorcion.
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En la tabla 22 se pueden observar los resultados obtenidos en cada uno de los
experimentos planteados; se tomé como limite la temperatura 260 °C ya que en
esta temperatura se comenzdé a observar que los picos cromatograficos
cambiaban de forma lo cual dificulta la integracién de los analitos. De este
experimento, se selecciond la combinacion que dio las mejores formas de las
sefnales cromatogréficas y los mejores resultados tanto de la suma de areas del
NNAL y del iso-NNAL-d3, asi como de la relaciébn de é&reas obtenidas. Las
condiciones que se establecieron como 6ptimas fue una temperatura de desorcién

de 250 °C por un tiempo de 3 minutos.

Para seleccionar las variables que pueden tener un efecto en la eficiencia de la
extraccion se realiz6 una busqueda bibliografica. Se empled un disefio de
experimentos de Plackett-Burman a dos niveles y completamente aleatorizado
para observar los efectos de cada variable y seleccionar solamente las principales,
ya que cabe resaltar que este tipo de disefio no permite un analisis completo de
las interacciones que se presentan entre las variables.®’ Los resultados se

presentaron en la Tabla 23.

Mediante el uso de regresion lineal multiple (MRL), se examiné el ajuste de las
variables en estudio y las respuestas obtenidas; se observd que el porcentaje de
la variacién explicada por el modelo (r? 0.938) ya que los valores deben de ser

cercanos a 1, se consider6 que existe un buen ajuste entre los factores y las
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respuestas. Los experimentos con valores centrales de las variables, permitieron
determinar que la validez y la reproducibilidad del modelo fueron satisfactorias. es
bueno, al igual que la validez y la reproducibilidad del mismo; sin embargo, el valor
de Q2 indica que el modelo no presenté una buena prediccién de nuevos datos de
acuerdo a los resultados obtenidos en la validacién cruzada. Para comprobar si
este valor mejoraba, se realiz6 un analisis por ajuste de minimos cuadrados
parciales (PLS), donde se observé que el valor Q2 presentd un aumento,
sugiriendo la presencia de un problema entre la relacién de las variables y la
respuesta, por este motivo se realiz6 un analisis de descarte variable por variable
hasta identificar cudl era la variable que presentdé problemas en el ajuste del
modelo. El analisis realizado sugiri6 que la varible de agitacion era la que
presentaba problemas de ajustes, por lo cual se eliminé dicha variable y se volvié
a realizar el ajuste del modelo mediante MRL y se obtuvieron coeficientes

aceptables.

Del disefio de experimentos, Figura 23 a, se encontrd que las variables tiempo de
extraccidon, adicion de solvente organico y volumen de la muestra son las que
tienen mayor significancia para optimizar la respuesta de acuerdo al valor

presentado de los coeficientes asi como del intervalo de confianza.

Debido a que la técnica SPME esta basada en el equilibrio alcanzado entre las

fases, se puede ver que a mayor tiempo de exposicidn entre el analito y la fibra
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hay una mayor extraccidon; sin embargo, el llegar a las condiciones de equilibrio
puede ser un proceso demasiado largo, por ello, se puede establecer un tiempo de
extraccidon en un punto intermedio, el cual no comprometa la respuesta del analito
ni la reproducibilidad del método. Probar un tiempo mayor de extraccién podria
reflejar una mayor respuesta del analito, pero como se trata de una técnica manual
se podrian analizar un menor numero de muestras si se aumentara el tiempo de
extraccion, por lo que el tiempo de 60 minutos fue el limite maximo para esta
variable. Al ver el efecto de la temperatura de extraccién, se ve que se requiere
menor temperatura para mejorar la respuesta, esto debido a que a mayor
temperatura se extrae mejor el estandar interno lo que provoca una menor relacién
de areas. Por ultimo, de los dos solventes organicos probados, el metanol tiene
una influencia positiva en el comportamiento de la respuesta, lo que significa que
es un buen solvente auxiliar para promover la migracion del NNAL a la fase

gaseosa.

Al realizar un andlisis de graficas de contorno con dos variables a la vez, las
cuales se muestran en la Figura 23b a 23d, se puede observar la relacién
existente entre las dos variables y la respuesta deseada, donde las mayores
relaciones de area se obtienen cuando el tiempo de extraccion es el maximo, el
solvente adicionado es metanol y el volumen de muestra es el maximo evaluado,
lo cual se puede observar en la ecuacién 7. Ademas, al utilizar la aplicacion
Optimizer del software, el cual emplea la ecuacién construida para describir el

modelo y un disefio de experimento simplex, para obtener una proyeccion de los



139

valores de las variables a los cuales la respuesta aumenta, resulté en las
condiciones que se presentan en la tabla 24 como las 6ptimas para el proceso de

HS-SPME.

Se aplic6 el método optimizado a un analisis por triplicado de muestras de orina de
no fumadores adicionada, en la Figura 24 se muestra un cromotograma de este
analisis. Se observé que la relacion de las sefales de NNAL/ iso-NNAL-d3
promedio fue de 4.40 con un 6.7 % DER, lo cual concuerda con los datos

obtenidos mediante la funcion "Optimizer".

4.2.3 SPE-tC18

La SPE es una técnica de preparacién de las muestras con la cual se
pueden llevar a cabo extracciones cuantitativas rapidas, faciles de realizar y que
pueden ser automatizadas, asi como también, se reduce el empleo de disolventes

y tiempo de laboratorio.®?
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La SPE se utiliza para preparar muestras liquidas y extraer analitos semivolatiles o
no volatiles. Esta técnica es excelente para la extraccién de la muestra, la

concentracién y la limpieza de la misma.??

Comercialmente se encuentran disponibles una amplia variedad de adsorbentes,
por lo que seleccionar el producto mas adecuado para cada aplicacion y cada

muestra es importante.

Los cartuchos tC18, son fases ligadas basadas en silice que presentan un fuerte
caracter hidréfobo con una quimica de unién trifuncional, la cual le da un mayor de
estabilidad para la hidrélisis que la C18 convencional. Se utiliza para adsorber
analitos incluso con hidrofobicidad débil de soluciones acuosas, como lo pueden
ser farmacos y sus metabolitos en suero, plasma u orina, desalacién de péptidos,
compuestos organicos traza en muestras de agua medioambientales, acidos

organicos en bebidas.?®

En la Tabla 25 se presenta el diseio de experimentos planteado para la
optimizacion de este método de preparaciébn de muestra. Se analizaron las
variables de velocidad de carga, composicion del solvente de lavado, volumen de
solvente de lavado y velocidad de elucion. De los resultados obtenidos del disefio

de experimentos, Figura 25 y ecuacion 8, se observd que el rango de velocidades
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probadas no tiene influencia en la recuperacion del analito, mientras que la
composicion del solvente de lavado, asi como el volumen del mismo tienen una
influencia inversa, es decir al aumentar el contenido de metanol en la mezcla, se
recuperaba menor cantidad de analito, lo mismo pasé con el volumen de solvente

de lavado.

Los solventes utilizados en SPE se eligen de manera que sus propiedades de
miscibilidad, viscocidad, el poder de solvatacion, la pureza, volatilidad y su
naturaleza cromoférica, es decir su comportamiento al ser irradiado por luz
ultravioleta o visible, se integren para dar velocidad, simplicidad, limpieza efectiva
de las muestras y la recuperacién cuantitativa en los pasos relevantes del
proceso®. En este caso en particular, se partié de protocolos generales para el
empleo de cartuchos C18, en donde se ultiliza metanol como solvente de elucién y
una mezcla agua-metanol como solvente de lavado. EI metanol utilizado en
durante el proceso fue metanol para el andlsis de trazas que posee una mayor

pureza y no interfiere en la cuantificacién del NNAL.

Al realizar el disefio, se observd que a mayor concentracién de metanol en el
solvente de lavado se perdia senal del analito, lo cual coincide con lo reportado
por Wang et al., quienes observaron que al aumentar de un 10 % a un 20 % de
metanol disminuia la recuperaciéon de las TSNAs.®2> Estos mismos autores no
observaron diferencia significativa en la recuperaciéon de las TSNAs cuando se

utilizé un contenido de metanol entre 2 y 10 % y ya que el metanol tiene un gran
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poder de elucién, se recomienda utilizar concentraciones altas del mismo para
mejorar el poder de limpieza de la soluciéon de lavado. En los experimentos de
optimizacién, Tabla 27, se estudi6 la respuesta encontrada cuando la solucién de
lavado contenia 1 y 5 % de metanol, no encontramos diferencia significativa en la
senal en estas condiciones, pero el extracto que se lavé con 5 % de metanol
ensuci6 menos el liner del equipo, lo cual asegura el comportamiento del
cromatodgrafo al inyectar varias muestras en un mismo liner, por esta razén se

selecciond un solvente de lavado con metanol al 5 %.

En el caso del volumen de solvente de lavado, se marcdé como limite 2 mL, este

valor esta cercano al volumen de retencién de 1.9 mL para los cartuchos utilizados

86

Al igual que lo observado en el procedimiento de SPE-MIP, el principal interés es
recuperar la mayor cantidad de masa de los analitos, por lo que al analizar el perfil
de elucién mostrado en la Tabla 28, se decidié recolectar 3 mL de eluato y llevarlo

a sequedad para su posterior recuperacion.

El método de SPE para el NNAL final presentado en la Tabla 29, mostré una
buena precisién (DER de 1.6 %) al analizar un triplicado de muestra de orina de no
fumador adicionada a 100 ng mL™, el cromatograma correspondiente se puede
observar en la Figura 26, donde se observa en tiempos muy cercanos a las

sefnales del analito, picos intensos provenientes de la matriz de orina.
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4.3 Seleccion del método de preparacion de muestra.

Como se muestra en la tabla 30 los porcentajes de recuperacion encontrados con
los métodos son mayores al 100 % y las DER son menores al 10 %. La mejor
recuperacion se obtuvo con los cartuchos de SPE-MIP, pero presentan una mayor

dispersién de los resultados.

La recuperacion del NNAL concuerda con los reportes presentados por el
fabricante, donde a concentraciones 100 pg mL" se obtienen recuperacién del
87 %, asi como indica que es posible obtener recuperaciones mayores al 90 %

con el empleo de estandar interno y un analisis por HPLC-MS-MS.%”
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4.4 Validacion del método SPE-MIP.

Con la finalidad de validar el método desarrollado para la determinacion de NNAL,
se evaluaron los parametros de linealidad, precision, exactitud, limites de
deteccion y cuantificacion para el NNAL mediante la técnica de estandar interno,

los resultados se presentan en la Tabla 31.

Al igual que en la evaluacion de la linealidad del sistema cromatografico, la

curva de calibracién tuvo un comportamiento de segundo grado, ver seccion 4.1.2.

En el caso de linealidad, el coeficiente de determinacién (r?) para el NNAL
fue mayor a 0.99. Para la precision intradia se calcul6 el % DER de las sefales
obtenidas de estandares de concentraciones de 2, 10 y 25 ng mL™, los cuales se
encontraron en un rango de 1.3 a 8 %. La exactitud fue buena, presentando
porcentaje de error relativos menores al 11.9 %. Los valores obtenidos son

aceptables de acuerdo a lo establecido por la EPA en el método 8080 D (<30%).

Los limites de deteccidn y cuantificacion para el NNAL se determinaron

experimentalmente utilizando las condiciones finales de analisis (Tabla 21). El
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limite de deteccién del método fue de 0.7 ng mL™ y el limite de cuantificacién se
determiné en 2 ng mL™, con un 8 % DER (n=3). No se han encontrado reportes en
la literatura en los que se emplee la SPE-MIP en combinacién con la CG-MS para
la determinacién del NNAL. Los limites de deteccion obtenidos con este método
son superiores a los reportados por Bernert et al. en el 2005,° que utilizaron un
método de preparacion de muestra que consistia en una combinacién de LLE y
SPE y posterior andlisis con GC-HRMS donde el limite de deteccion fue de 0.6 pg
mL". La baja sensibilidad observada en el presente método concuerda con lo
reportado por Ramirez et al. en el 2012, quienes desarrollaron un método para la
determinacion de N-nitrosaminas en deposiciones de polvo dentro de hogares de
fumadores, para realizar el analisis, compararon el desempefo de un GC-MS y
sistema de GC en linea con detector quimioluminiscencia de nitrégeno (GCxGC
NCD), en el cual descartaron el uso del GC-MS por la baja sensibilidad lograda
por este sistema. Kim et al. en el 2005 compararon el desempefo de un método
cromatografico para la determinacién de metanfetamina (MA) y anfetamina (AMP)
en cabello humano mediante el uso de GC-LRMS y GC-HRMS, donse observaron
que los LOD para MA y AMP fueron 2.4-4.4 veces mas bajos con HRMS que los
obtenidos con LRMS, esto debido a la eliminacién de sefales de ruido de origen
biolégico.®® El método desarrollado por Sleiman et al. en el 2009 para la
determinacién de TSNAs en humo de segunda mano mediante la filtracién del aire
a traves de una membrana de celulosa y posterior extraccion liquido-sélido y el
anélisis por cromatografia de gases con trampa de iones (GC-IT-MS)”® donde el

limite de deteccién alcanzado para el NNAL fue de 340 pg mL™, valor que es un
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50 % menor al obtenido en el método desarrollado. El limite de deteccidon
alcanzado en el método de SPE-MIP-GC-MS, desarrollado en este trabajo, esta
muy por encima al determinado en el primer reporte del empleo de SPE-MIP para
el analisis de NNAL en muestras de orina,”” en el cual se utilizé para el analisis la
cromatografia de liquidos de alta resolucién con ionizacion a presion atmosférica y
un sistema de deteccion de masas en tandem (HPLC-API-MS/MS). para el que

presenté un limite de deteccién de 1.7 pg mL™.

4.5 Aplicacion del método de SPE-MIP.

Los cromatogramas de los dos tipos de muestras analizadas se presentaron en la
Figuras 27 y 28. En la Tabla 32 se muestran los resultados de la cuantificacion de
estas muestras. La muestra de orina de no fumador adicionada (n=2) a 2 ng mL"
a la cual se le determind una concentracién de 2.20 + 0.24 ng mL™. El segundo
tipo de muestra fue orina de fumadores donde no fue posible detectar al analito, es
decir la concentracion esta por debajo del limite de deteccién del método, el cual
es de 0.7 ng mL™". Este resultado concuerda con lo reportado por Kavvadias et al.

en el 2009, donde la concentracién reportada fue de 152.5 +132.1 pg mL™.



CAPITULO 5

CONCLUSIONES

Se desarrollé6 un método de cromatografia de gases-espectrometria de

masas de baja resolucion para el analisis de NNAL en muestras de orina.

De los tres métodos de preparacion de muestra evaluados, el que mostré mejores
resultado fue SPE-MIP ya que proporciona extractos mas limpios y mejores
valores de recuperacion, esto posiblemente debido a la selectividad que posee la

fase extractante utilizada en comparacion con método de SPE tC18 que mostro

147
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buenas recuperaciones pero los cromatogramas obtenidos mediante esta técnica
de preparacion de muestras presentaron senales de la matriz a tiempos de
retencion cercanos al NNAL que interfieren en la integracion del mismo. Por

ultimo, el método de HS-SPME que obtuvo pobres recuperaciones.

La aplicacion de una regresidon de segundo grado fue adecuada para la
descripcién de los datos y permiti6 obtener resultados con una precision vy

exactitud aceptables.

El método de SPE-MIP-GC/LRMS para el andlisis de NNAL en muestras de orina
que fue desarrollado no puede ser utilizado para la medicién del analito en la
matriz debido a que la sensibilidad alcanzada no permite la determinacioén de las

concentraciones del NNAL esperadas en orina.
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PERSPECTIVAS

Combinar técnicas de preparacidn de muestra para lograr una mayor
limpieza de los extractos y de esta manera mejorar la sensibilidad del

método.

Buscar reactivos derivatizantes para el NNAL para mejorar su volatilidad,

estabilidad térmica o mejorar su deteccidn.
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