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l. RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue desarrollar y validar un método analitico para
cuantificar PCBs e HO-PCBs en plasma humano. El analisis fue realizado por
medio de la técnica de cromatografia de gases acoplada a espectrometria de
masas. 2,2',3,4,5,5'-hexaclorobifenilo marcado con “C (CB 141-'*C;,) y 4-hidroxi-
2,2'3,4',5,5',6-heptaclorobifenilo marcado con “C (4-HO-CB187-*Cyy), fueron
empleados como estandares internos en la cuantificacion de PCBs e HO-PCBs,
obteniéndose un 76 £ 10 y 89 + 7% de recuperacion, respectivamente. La
validacién del método se realizé utilizando puntos control en plasma fortificado a
(15 y 50 pg/L) para PCBs y (5 y 15 ug/L) para los HO-PCBs, obteniéndose
porcentajes de recuperacion entre 92-108% y coeficientes de variacién de 1.5 a
18%. Los limites de deteccion se encontraron en un rango de 1.12-2.58 y 0.38-
0.85 ug/L para PCBs e HO-PCBs, respectivamente; y los limites de cuantificacion
de 2.46-5.66 ug/L para PCBs y de 0.80-1.76 pg/L para HO-PCBs. Finalmente, se
cuantificaron PCBs e HO-PCBs en 10 pools y 4 muestras individuales de la
comunidad de San Nicolas, Qro.; analizadas dentro del control de calidad interno
establecido, confirmando que la metodologia desarrollada es confiable para la

cuantificacion de ambos compuestos.

Palabras clave: PCBs, HO-PCBs, derivatizacion, trimetilsiliidiazometano, COPs.



. INTRODUCCION

Los PCBs son compuestos organicos clorados con férmula general condensada
Ci2H@onCln en la que n puede tomar valores desde 1 hasta 10, lo que
tedricamente genera hasta 209 compuestos individuales o congéneres, de los
cuales alrededor de 130 estan presentes en productos comerciales (Schulz, y cols.
1989). Se sintetizaron por primera vez en 1881, pero fueron producidos
comercialmente desde 1929 hasta finales de los 70°s. Debido a sus propiedades
tuvieron un extenso uso como fluidos de transferencia de calor, lubricantes
hidraulicos y fluidos dieléctricos en transformadores y capacitores, asi como
pigmentos para pinturas, barnices, tintas para impresion, balastros, ceras,
plastificantes de resinas y hules, papel para copia sin carbén, interruptores de alta
tension y bobinas reguladoras (ATSDR, 2004; Erickson, 1997 y Safe 1992). El
extenso uso y manejo inapropiado durante su manufactura y disposicion, ocasiono
su introduccion al medio ambiente. Debido a su amplia capacidad de distribuciéon y
transporte en diferentes compartimentos ambientales (agua, aire, sedimento, entre
otros); tanto animales como humanos se encuentran expuestos a través de
diferentes vias y su alta lipofilicidad les confiere la capacidad de bioacumularse en

tejido adiposo (Safe, 1992; EPA, 1995; WHO, 2000 y ATSDR, 2004).

Los impactos y efectos adversos a la salud humana por exposicion a PCBs
dependen de diferentes factores, como: niveles, vias, periodos de exposicion,

metabolismo, asi como la toxicidad de los diferentes congéneres y metabolitos



presentes en la mezcla e inclusive la de otros toxicos y la susceptibilidad de las

especies (WHO, 2000 y ATSDR, 2004).

El metabolismo o biotransformacion de xenobidticos, incluyendo los PCBs,
generalmente termina con la formacion de compuestos mas polares que su forma
nativa, los cuales subsecuentemente seran eliminados del organismo (Pefia;
2001). Para el caso de los PCBs, el metabolismo de los mismos conlleva a la
formacion de metabolitos hidroxilados (HO-PCBs) entre otros, aunque estos
compuestos (HO-PCBs) son mas polares que los PCBs, algunos HO-PCBs con
ciertas caracteristicas estructurales son retenidos en plasma (Bergman y cols.,
1994). La estructura que presentan tiene un gran parecido con la tiroxina
(hormona tiroidea; T4) y estudios realizados in vivo con ratas e in vitro con
transtiretina (TTR) humana, demuestran que este tipo de HO-PCBs tienen una
afinidad de 6 a 10 veces mayor que la tiroxina (T4) por el sitio de enlace con su
proteina transportadora, transtiretina (TTR), interfiriendo en el transporte de
hormonas tiroideas e incrementando la eliminaciéon de T4 (Lans y cols., 1993 y
Brouwer y cols., 1990), lo cual probablemente esta relacionado con otro tipo de
efectos endocrinos, neuroldgicos y reproductivos dependientes de la hormona T4.
La afinidad de ciertos HO-PCBs por la TTR, es probablemente el mecanismo de
su alta y selectiva retencion en sangre de humanos y animales (Bergman y cols.,

1994).



Por lo tanto, el objetivo del presente trabajo es obtener una metodologia analitica

validada capaz de determinar niveles de PCBs e HO-PCBs en plasma humano.



. MATERIALES Y METODOS

Materiales y reactivos

Iso-octano, n-hexano (HX), diclorometano (DCM), acetona y tolueno grado
pesticida, adquiridos por Burdick & Jackson. Metanol anhidro (MeOH; 99.98%),
etanol anhidro (99.7%), sulfato de amonio (NH4),SO, (99.3%), acido sulfarico
concentrado (H,SO4, 97.5%), sulfato de sodio anhidro Na,SO4 y cartuchos de
florisil (1000 mg/6mL, MgO 3.6 SiO,) adquiridos por JT Baker. Para la
derivatizacion se empleo trimetilsiliidiazometano (TMSDM) obtenido en solucion

2M en hexano por Sigma-Aldrich Inc.

Estandares Internos: 2,2',3,4,5,5-hexaclorobifenilo marcado con $C (CB 141-

13C1,, pureza isotépica 99%, 40 + 2 mg/L in nonano) obtenido por los laboratorio
Cambridge Isotope Inc (Andover, MA, USA). 4-hidroxi-2,2'3,4',5,5'6-

heptaclorobifenilo marcado con £C (4-HO-CB187-'*C;,, M4H187, pureza quimica

>98%, pureza isotdpica >99%, 50 + 2.5 mg/L en tolueno), obtenidos por los

laboratorios Wellington Inc.

Estandares para la cuantificacion de bifenilos policlorados, (PCBs; 100 mg/L en
hexano) obtenidos por ULTRA (Kinsgtown, USA): PCB 28 (2,4,4'-triclorobifenilo),
PCB 52 (2,2',5,5'-tetraclorobifenilo), PCB 101 (2,2',4,5,5'-pentaclorobifenilo), PCB

99 (2,2',4,4'5-pentaclorobifenilo), PCB 118 (2,3',4,4',5-pentaclorobifenilo), PCB



153 (2,2',4,4',5,5'-hexaclorobifenilo), PCB 105 (2,3,3',4,4'-pentaclorobifenilo), PCB
138 (2,2',3,4,4',5'-hexaclorobifenilo), PCB 187 (2,2',3,4',5,5',6-heptaclorobifenilo),
PCB 183 (2,2,3,4,4'5,6-heptaclorobifenilo), PCB 128 (2,2',3,3,4,4-
hexaclorobifenilo), PCB 156 (2,3,3,4,4',5-hexaclorobifenilo), PCB 180
(2,2',3,4,4',5,5'-heptaclorobifenilo), PCB 170 (2,2',3,3',4,4',5-heptaclorobifenilo),

PCB128 (2,2',3,3',4,4'-hexaclorbifenilo).

Estandares para la cuantificacion de Hidroxi-PCBs (HO-PCBs) como Metoxi-PCBs
(MeO-PCBs), (50 = 2.5 mg/L en nonano), obtenidos por los laboratorios
Wellington Inc: 4-hidroxi-2,3,3',4',5-pentaclorobifenilo (4-HO-CB107, 4H107), 4-
hidroxi-2,2',3,4',5,5'-hexaclorobifenilo (4-HO-CB146, 4H146), 4’-hidroxi-
2,2',3,3',4,5,5'-heptaclorobifenilo (4’-HO-CB172, 4H172), 4-hidroxi-2,2',3,4',5,5',6 —
heptaclorobifenilo (4-HO-CB187, 4H187) y 4-metoxi-2,2',3,4',5,5'-hexaclorobifenilo

(4-MeO-CB146, 4M146).

Método

Extraccién, separacion y limpieza de PCBs e HO-PCBs

Esta parte de la metodologia estd basada principalmente en el método
desarrollado por Sandanger y cols. 2004, con algunas modificaciones. A 2 mL de
plasma se le adicionaron los estandares internos CB 141-*C,, y 4-HO-CB187-
13C1, a una concentracién de 25 y 7.5 ug/L respectivamente, tanto a las muestras

como a los estdndares que sirvieron para construir la curva de calibracion y puntos
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control, se mezclé en vortex y se dej6é reposar a temperatura ambiente por 60

minutos.

Posteriormente, se le adicionaron 2 mL de alcohol desnaturalizado, 2 mL de
sulfato de amonio saturado y se mezclé en vortex por 15 segundos
(desnaturalizacién de proteinas). Se extrajo con 6 mL de hexano, se agitdé en
vortex durante 4 minutos y centrifugé a 2,300 rpm, a 20°C por 8 minutos,
finalmente se separd la fase organica obtenida a pH neutro y se transfirio el
sobrenadante a otro tubo. Fue re-extraido 2 veces mas, siguiendo el mismo
procedimiento y se juntaron las 3 fases organicas obtenidas. La fase acuosa,
residuo del procedimiento anterior se acidificé a pH aproximado de 1 6 2 usando
100 puL de H,SO4 y se extrajo dos veces con 6 mL de Hexano:Diclorometano
(HX:DCM) (3:1), se agité en vortex durante 4 minutos, centrifugé a 2,300 rpm, a
20°C por 8 minutos, obteniéndose dos extractos organicos a pH acido,
transfiriendose a otro tubo. Las dos fases organicas obtenidas a diferentes valores
de pH y polaridades del extractante; neutra para la cuantificacion de PCBs y acida
para HO-PCBs, fueron evaporadas con corriente de nitrégeno a 500 uL en un
evaporador Tubo Vap® LV No. 43750/30 (Zymark Center., USA) y sometidas a un
proceso de extraccion en fase sdlida, con la finalidad de retirar lipidos y otras
interferencias de matriz, asi como separar PCBs e HO-PCBs. El sistema de
extraccion en fase solida (SPE, por sus siglas en inglés) consistido en cartuchos
empacados con 1000 mg de florisil desactivado y 500 mg de Na,SO,4 anhidro en la

parte superior, en una camara al vacio (J.T. Baker). Los cartuchos fueron lavados
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y activados con 6 mL de HX:DCM (3:1). En seguida, el extracto neutro se transfirid
y los PCBs fueron eluidos con 6 mL de HX:DCM (3:1), evaporados vy
resuspendidos en 100 uL con iso-octano para su posterior analisis por
cromatografia de gases-espectrometria de masas (CG-MS). Posteriormente, el
mismo cartucho de florisil fue lavado con 10 mL de HX:Acetona (85:15) y el
extracto acido fue transferido y los HO-PCBs fueron eluidos con 6 mL de
Diclorometano:Metanol (DCM:MeOH) (9:1) v 6 mL DCM:MeOH (4:1) y

posteriormente evaporados con corriente de nitrégeno.

Derivatizacién con TMSDM

Para establecer las condiciones ideales de la reaccion de derivatizacion de los
HO-PCBs, se basd principalmente en los procedimientos desarrollados por
Rimmer y cols. 1996 y Persson y cols. 2006; modificando el disolvente y tiempo de

reaccion, dejando en exceso el reactivo trimetilsilidiazometano (TMSDM).

El concentrado de HO-PCBs se resuspendi6é con 100 uL MeOH:Tolueno (50:50),
se le adicion6 25 uL de TMSDM (2.0 M) y fue sonicado por 40 min, considerado
como tiempo de reaccién 6ptimo (Mecanismo de reaccion, Figura 1). Se realizo
una ultima limpieza por extraccion en fase sélida, activando el cartucho de florisil
con 6 mL de HX:DCM (3:1). Posteriormente se transfirié el producto de reaccion,
conteniendo los MeO-PCBs formados y se eluyeron con 6 mL de la misma mezcla.

La derivatizacion es necesaria para convertir el grupo hidroxilo (HO-) del
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metabolito a metoxilo (MeO- o CH30O-), dandole mayor estabilidad térmica a la

molécula para su posterior analisis por CG-MS.

Para la obtencién del tiempo de reaccidon 6ptimo se realizé una cinética de
reaccion con diferentes concentraciones (0.5, 5.0, 50.0 y 500 pg/L) a cinco
tiempos (10, 20, 30, 40, 50 minutos). Posteriormente se obtuvo el porcentaje de
rendimiento de reaccién a lo largo del intervalo lineal utilizado para la
cuantificacion de HO-PCBs como MeO-PCBs (CH3;0O-PCBs) que va desde 0.5 a
100 ug/L, donde se comparo el compuesto 4-hidroxi-2,2',3,4',5,5'-hexaclorobifenilo
(4-HO-CB146) derivatizado con el compuesto 4-metoxi-2,2',3,4',5,5'-

hexaclorobifenilo (4-MeO-CB146 6 4-CH3;0-CB146) como valor teorico.

Para evaluar la eficiencia de todo el tratamiento de muestra se compararon las
abundancias relativas (areas), en plasma fortificado y en solvente (iso-octano) de
los dos estandares internos CB 141-*C;, y 4-HO-CB187-'3C,, empleados para la

cuantificacion de PCBs e HO-PCBs; a 25y 7.5 ug/L respectivamente.

Andlisis por Cromatografia de Gases espectrometria de masas (CG-MS)

Para el anadlisis de PCBs e HO-PCBs (identificados como MeO-PCBs), se trabajé
con un cromatografo de gases HP 6890 equipado con inyector automatico HP
G1513A, acoplado a un detector selectivo de masas HP 5973. La columna
utilizada, fue una capilar HP-5MS (60 m X 0.25 mm de didmetro interno X 0.25 um

de espesor de pelicula), se empled Helio como gas acarreador. La temperatura del
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inyector fue de 270°C usando splitless pulsado (5 minutos a 21.1 psi) y 1 uL como
volumen de inyeccion. La temperatura de trabajo de la linea de transferencia entre
CG-MS (interfase) fue de 300°C, el espectrémetro de masas fue operado en modo
de ionizacion positiva por impacto electrénico a 70 eV. Se trabajé un programa de
temperatura en el horno que inicia en 100°C, se mantiene 1 minuto,
incrementando la temperatura a las siguientes velocidades: 20°C/min hasta 200°C,
10°C/min hasta 245°C, 4°C/min hasta 280°C y 30°C/min hasta 310°C

manteniéndose por 7 min.

Para la identificacion de los compuestos, se emplearon soluciones estandares a 1
mg/L, con las cuales se obtuvo el espectro de masas y el tiempo de retencion en
modo SCAN y posteriormente por modo SIM (monitoreo de i6n selectivo), con el
que se seleccionaron los iones mas abundantes. Para los PCBs que contienen 3
cloros (PCB 28) i6bn 256 m/z, 4 cloros (PCB 52) i6bn 292 m/z, 5 cloros (PCB 99,
101, 105 y 118) i6n 326 m/z, 6 cloros (PCB 128, 138, 153 y 156) ion 360 m/z, 7
cloros (PCB 170, 180, 183, 187) ion 394 m/z y 372 m/z para el estandar interno
CB 141-'3*Cy,. En el caso de los HO-PCBs identificados como MeO-PCBs (CH3O-
PCBs), i6n 356 m/z para 4-MeO-CB107, 390 m/z para 4-MeO-CB146, 424 m/z
para 4-MeO-CB187 y 4'-MeO-CB172, 436 m/z para el estandar interno 4-HO-

CB187-'3C,, identificado como 4-MeO-CB187-13C,.

La cuantificacion de los compuestos, se realiz6é por el método de estandar interno,

las curvas de calibracién se construyeron para cada uno de los compuestos en 2

14



mL de plasma fortificado con los PCBs (28, 52, 99, 101, 105 118, 128, 138, 153,
156, 170, 180, 183 y 187) en un intervalo de concentracion de 6 a 100 ug/L e HO-
PCBs (4H107, 4H146, 4H172 y 4H187) de 1 a 40 pg/L. Cada uno de los niveles de
la curva de calibracion contenia 25y 7.5 ug/L de los estandares internos CB 141-
13C,, y 4-HO-CB187-'3C,, respectivamente. Cada nivel fue sometido a todo el
proceso de tratamiento de muestra y se manejo un blanco de plasma por cada

replica de curva de calibracién con 6 niveles de concentracion en la validacion.

Control y aseguramiento de calidad (CC/AC)

Los parametros para la validacion del método y control de calidad interno a
evaluar, se realizaron principalmente en base a la guia de validacion para métodos
analiticos en la determinacion de compuestos organicos en niveles trazas
(AOAC/FAO/IAEA/IUPAC, 2000), tomando en cuenta algunas recomendaciones

de las guias elaborada por EURACHEM (1998) e ICH Q2 (R1) (2005).

Validacién de la Metodologia

Limites de deteccion y cuantificacion, se calcularon con los resultados obtenidos
del triplicado de la curva de calibracion de cada uno de los compuestos a
determinar (PCBs e HO-PCBs, estos ultimos identificados como sus derivados

metoxilados, MeO-PCBs) en concentraciones que van desde 0.5-5.0 ug/L con 2.5

ug/L de estandar interno en plasma fortificado.
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La linealidad y sensibilidad de la metodologia se obtuvo del triplicado de la curva
de calibracion empleada para la cuantificacion de PCBs e HO-PCBs (identificados

como MeO-PCBs) en plasma fortificado, incluyendo un blanco por replica.

El porcentaje de recuperacién del método para cada analito se obtuvo con puntos
control a dos diferentes concentraciones independientes de los niveles de la curva
de calibracion; 15y 50 ug/L para PCBs, 5y 15 ug/L para HO-PCBs, con 25y 7.5
ug/L de sus correspondientes estandares internos, evaluados en plasma fortificado

y por sextuplicado.

La precision de la metodologia se obtuvo como repetibilidad y precision intermedia
con las mismas concentraciones de los puntos control empleados para la
recuperacion del método, evaluados el mismo dia y en tres dias diferentes por

sextuplicado, respectivamente.

Poblacién

Se formaron 10 pools de aproximadamente 5 mL cada uno de las muestras
tomadas en la comunidad de San Nicolas, municipio de Tequisquiapan, estado de
Querétaro. Analizandose también, cuatro muestras individuales de dicha
comunidad. Las muestras fueron seleccionadas al azar de nifios sanos que
acuden a escuelas publicas de preescolar y primaria, con un rango de edad de 4 a
11 afos y por lo menos 2 afios de residencia en la zona. Los padres contestaron

un cuestionario de exposicion tomado de estudios previos realizados en México;
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incluyendo preguntas sobre estado de salud, ingesta de medicamentos y
exposicion a humo de tabaco. La sangre fue obtenida por puncion venosa
utilizando tubos con Heparina como anticoagulante, las muestras se mantuvieron

a 4°C hasta ser analizadas.

Control de calidad interno (verificacion del desempefio de la metodologia)

Los valores obtenidos de porcentaje de recuperacion y coeficiente de variacion
durante la validacion del método con los puntos control establecidos para PCBs
(15 y 50 ug/L) e HO-PCBs (5 y 15 ug/L), sirvieron para establecer un control de
calidad interno, el cual nos ayudara a demostrar que el desempefio del método se
encuentra bajo un control estadistico durante la cuantificacion de PCBs e HO-
PCBs en muestras reales. Se analizaron 2 pools de la Comunidad de San Felipe
Nuevo Mercurio, estado de Zacatecas, 10 pools de la comunidad de Alpuyeca,
estado de Morelos y finalmente 10 pools y 4 muestras individuales de la
comunidad de San Nicolas, estado de Querétaro. Evaluando por duplicado los
puntos control establecidos dentro de un lote de cada 5 pools o muestras
individuales, los limites o valores de rechazo fueron establecidos con el promedio
del porcentaje de recuperacion obtenido para cada congénere de PCBs o
metabolito hidroxilado (HO-PCBs) a las dos concentraciones de los puntos control

(%Rpom), tomando en consideracion el coeficiente de variacion obtenido como *
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2CV, para la construccion de cartas control. Los pools de las dos primeras
comunidades no se incluyeron en el presente estudio, debido a que los niveles de
PCBs e HO-PCBs se encuentran a concentraciones menores que las de sus
limites de deteccién, tomandose Unicamente en consideracion la comunidad de

San Nicolas, estado de Querétaro.

Analisis estadistico

Para evaluar la cinética de reaccion (derivatizacion), se realiz6 un analisis de
varianza (ANOVA) de una via, seguido de la prueba Post Hoc (Tukey HSD y LSD),
comparando los porcentajes de rendimiento de la reaccion a los diferentes tiempos
evaluados. Los valores de p menores a 0.05 fueron considerados como
estadisticamente significativos, todo el andlisis estadistico se realizé con el

paquete estadistico SPSS version 12.0.
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IV. RESULTADOS

Extraccién, separacion y limpieza de PCBs y HO-PCBs

La eficiencia de cada uno de los pasos del tratamiento de muestra; extraccion
liquido-liquido y en fase sélida, inclusive la derivatizacién, no siempre se pueden
evaluar de manera individual debido a que los compuestos por identificar y
cuantificar (PCBs e HO-PCBS) en muestras reales requieren desnaturalizacion de
proteinas, extraccion, separacion, limpieza y derivatizacion previo a su analisis por
CG-MS, por tal motivo se evalué el porcentaje de recuperaciéon obtenido para los
estandares internos empleados en la cuantificacién CB 141-**Cy, y 4-HO-CB187-

13C1,, obteniéndose 76 + 10 y 89 + 7%, respectivamente.

Derivatizacién con TMSDM

Con el andlisis de varianza realizado para evaluar la cinética de reaccion en la
derivatizacion con TMSDM; se obtuvo que el tiempo 6ptimo de derivatizacion fue
de 40 minutos, debido a que el porcentaje de rendimiento de la reaccion obtenido
para 4-HO-CB146 derivatizado comparado con 4-MeO-CB146 sin derivatizar,
dentro del intervalo lineal empleado en la cuantificacion de HO-PCBs, fue de 100 +
26%; mayor y estadisticamente significativo (P<0.05), que el obtenido a 10

minutos (0.15 £ 0.25%), 20 minutos (36.4 £ 41.2%) y 30 minutos (43.7 + 45.8%);
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incluso el tiempo de 50 minutos se descartd, debido a que se observaron

subproductos de reaccion en el cromatograma.

Andlisis por CG-MS

En la figura 2 y 3 se observan los cromatogramas generados por el sistema CG-
MS obtenidos en modo SIM; para PCBs y MeO-PCBs, de un punto control y una
muestra, respectivamente. Se observa una buena resolucion entre todos los picos

cromatogréficos correspondientes a PCBs y MeO-PCBs (HO-PCBs derivatizados).

Validacion del método (CC/AC)

El limite de deteccién (LOD) y cuantificacion (LOC) fueron calculados con la curva
de calibrado cercana al origen (0.5 a 5.0 ug/L), utilizando tanto las pendientes
como su ordenada en el origen, obteniendo limites de deteccién en un rango de
1.12-2.58 y 0.38-0.85 ug/L para PCBs e HO-PCBs, respectivamente; y limites de
cuantificacion de 2.46-5.66 ug/L para PCBs y de 0.80-1.76 ug/L para HO-PCBs,

(Tabla 1).

La regresién lineal obtenida para cada uno de los congéneres de PCBs e HO-
PCBs, se realiz6 en relacion con sus correspondientes estandares internos,
generando una correlacién superior a 0.99 en todos los casos (Tabla 2), sin
embargo, la sensibilidad metodoldgica presenta valores variables entre los

diferentes compuestos (Tabla 2).
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Los promedios del porcentaje de recuperacion de la metodologia para todos los
congéneres de PCBs, obtenidos de puntos control a concentraciéon de 15y 50 ug/L
fueron 102.02 + 3.16% y 104.73 = 1.38%, respectivamente; para el caso de los
HO-PCBs, la concentracién de 5 ug/L obtuvo 97.89 + 4.58% y 15 ug/L 98.95 +

3.33% (Tabla 3).

El promedio de los coeficientes de variacion utilizados para evaluar la precision del
método como repetibilidad; para PCBs a 15y 50 ug/L, fue de 3.20 + 1.77y 4.85 +
1.10%, respectivamente, en el caso de HO-PCBs, 5 ug/L de 5.28 + 3.34% y 15
ug/L 12.22 + 5.76%; la precision intermedia, en PCBs a 15 nug/L fue de 10.68 +
2.24% y 50 pg/L 3.62 + 1.11% y los HO-PCBs a 5 ug/L obtuvo 4.47 + 1.95% y 15

ng/L 6.24 + 1.81% (Tabla 4).

Cada uno de los valores obtenidos para evaluar los parametros de validacion del
método analitico desarrollado, se encontraron dentro de los criterios de aceptacion
de la guia AOAC/FAO/IAEA/IUPAC (2000), basados en los establecidos por

Horwitz en1982.

Cuantificaciéon de PCBs e HO-PCBs

Las concentraciones encontradas en los 10 pools evaluados de la comunidad de
San Nicolas se muestran en la tabla 5, la sumatoria de PCBs (14 congéneres) e

HO-PCBs (4 metabolitos), son 555 y 364 ng/g de lipido, respectivamente; de la
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misma forma en la Tabla 5 son presentadas las concentraciones individuales
(media) de cada congénere de PCBs e HO-PCBs encontrados en plasma, en
donde se observa, que los congéneres mas abundantes de PCBs son el 153 y
138, y para el caso de los HO-PCBs (identificados como MeO-PCBs), el 4-HO-
CB187 es el de mayor abundancia seguido del 4-HO-CB107. Los niveles
encontrados en las 4 muestras individuales se presentan en la tabla 6, donde la
muestra 15 presenta la mayoria de los congéneres de PCBs y todos los
metabolitos hidroxilados, y la muestra 11 solo presentd el congénere 153 y 138,
asi como solo el metabolito hidroxilado 4-OH-CB187. Durante la corrida analitica,
todos los puntos del control de calidad interno evaluados como parte de la
verificacion de desempefio de la metodologia, estuvieron dentro de las siguientes
especificaciones (%Ry0om *+ 2CV), valores mostrados en la tabla 7. Por lo que las
concentraciones que se cuantificaron para PCBs e HO-PCBs en los 10 pools y las

4 muestras individuales de la comunidad de San Nicolas, Qro., son confiables.
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V. DISCUSION

Cuando se requiere analizar compuestos quimicos en muestras bioldgicas, se
debe de tener en cuenta que la matriz bioldgica contiene otros componentes, que
pueden causar interferencias en la cuantificacion de los analitos de interés. Para
contrarrestar este efecto, es necesario desarrollar, estandarizar y validar la
metodologia en matriz biolégica, empleando diferentes técnicas analiticas en el
tratamiento de muestra. En el presente estudio, se empleo plasma sanguineo
como matriz biolégica, debido a que PCBs e HO-PCBs son distribuidos y retenidos
en plasma sanguineo, respectivamente (Gomez-Catalan y cols., 1991 y Bergman

y cols., 1994).

La metodologia desarrollada permite la identificacion y cuantificacién especifica de
PCBs y sus metabolitos hidroxilados (HO-PCBSs). La cuantificacion se llevo a cabo
por el método de estandar interno, utilizando el CB 141-'3C,, y 4-HO-CB187-*C,
obteniéndose porcentajes de recuperacion 76 £ 10 y 89 + 7%, respectivamente a
lo largo de todo el proceso analitico. Metodologias analogas ha sido desarrollada,
como la que forma parte del programa de evaluacion y monitoreo del Artico
(AMAP, por sus siglas en inglés) (Sandanger y cols., 2003 y 2004), que permite la
determinacion de los niveles de COPs, entre ellos los 14 PCBs y los 4 metabolitos
hidroxilados (HO-PCBs) analizados en el presente trabajo, los cuales fueron
evaluados en la poblacion de Uelen (Peninsula de Chukotka, Rusia), en el que

emplearon los mismos estandares internos obteniendo porcentajes de
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recuperacion, de 65 a 97% para los estandares internos utilizados en la
cuantificacién de PCBs, entre ellos el CB 141-*C;,, lo cual nos indica que el
porcentaje obtenido para este estandar interno 76 £ 10% se encuentra dentro del
rango obtenido por Sandanger y cols. 2003. Para el caso del 4-HO-CB187-*Cy,
obtuvieron un porcentaje de recuperacion de 72% (Sandanger y cols. 2004),
siendo menor al reportado en el presente trabajo, 89 + 7%. Cabe mencionar, que
es importante obtener altos porcentajes de recuperacion de los estandares
internos, debido a que este tipo de cuantificacion proporciona alta precision a
métodos analiticos, donde se involucran un niamero considerable de pasos dentro

del tratamiento de muestra, como en este caso.

Es importante mencionar que antes de la aplicacion del método en muestras
reales, fue validado, con el objetivo de demostrar que el método analitico es
conveniente para el propésito establecido (en este caso, la cuantificacion de PCBs
e HO-PCBs), donde todos los parametros de validacion evaluados se encontraron
dentro de los criterios de aceptacion reportados en la guia de validacion para
métodos analiticos en la determinacion de compuestos organicos en niveles trazas
(AOAC/FAO/IAEA/IUPAC, 2000). Debido a que los parametros de validacion
determinan el control de calidad de un método analitico, se establecié que el
método desarrollado permite la determinaciéon de PCBs e HO-PCBs en plasma
humano bajo un control estadistico, por lo que se puede tener confiabilidad en los

resultados generados.
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Los limites de deteccion (LOD) y cuantificacion (LOC) son indispensables para un
proceso de validacion analitico, sobre todo cuando se requiere cuantificar niveles
trazas de los analitos de interés, como es el caso de los metabolitos hidroxilados.
La tabla 1 muestra LOD y LOC de cada unos de los compuestos a cuantificar,
obtenidos en base a sus determinadas desviaciones estandares de la respuesta
del intercepto y la pendiente de curva de calibracion cercana al origen (Miller and
Miller, 2000 e ICH, 2005). Comparando los limites de deteccion obtenidos para
HO-PCBs de 0.38 a 0.85 pg/L (ppb) (380 a 850 ppt) y para PCBs de 1.12-2.58
ug/L (ppb) (1120 a 2580 ppt), con los obtenidos por Sandanger y cols., 2003 y
2004, de 4 a 9 (ng/L, ppt) para PCBs y 2 a 5 (pg/g, ppt) para HO-PCBs; son
mayores entre 2 a 3 6rdenes de magnitud, esto es debido a la diferente técnica de
ionizacion empleada en el espectrometro de masas. En este caso se empleo la
fuente de ionizacion por impacto electrénico (El), que genera excesiva
fragmentacion del ion molecular, reflejandose en el aumento de los limites de
deteccion (Hoffmann y cols., 2004), en cambio la técnica empleada por Sandanger
y cols. 2004, es la de ionizacion negativa por captura de electrones (ECNI por sus
siglas en inglés) en la cuantificacion de HO-PCBs y la de ionizacién quimica
negativa (NCI por sus siglas en inglés) para PCBs, ambas técnicas producen un
espectro con menor fragmentacion, permitiendo detectar y cuantificar bajos niveles
de concentracion de los compuestos de interés, obteniendo limites de deteccion
menores (Hoffmann y cols., 2004). Esto nos sugiere de forma particular, que la

técnica de ECNI, seria necesaria para el analisis de muchos contaminantes
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ambientales que presentan alta afinidad electronica y se encuentran en niveles
traza, como el caso de los PCBs y sus metabolitos hidroxilados y de algunos otros,
como los compuestos bromados (PBDEs, MeO-PBDEs e HO-PBDESs), empleados
como retardantes de flama, y que requieren técnicas instrumentales que
proporcionen bajos limites de deteccion, para llevar a cabo su identificacion y

cuantificacion (Athanasiadou, 2003).

Sin embargo, aunque los pardmetros de validacion como recuperacion (%R, Tabla
3) y precision (%CV, Tabla 4), se encuentran dentro de los criterios de aceptacion;
los HO-PCBs presentan mayor variabilidad en los parametros evaluados que los
PCBs, debido a que este tipo de compuestos son mas inestables y facilmente se
pueden perder durante el procesamiento de la muestra que los PCBs, debido a
gue pueden adherirse a las paredes del material de vidrio manejado (Rimmer y
cols., 1996), y presentan inestabilidad térmica en el sistema CG-MS, lo cual puede
afectar la precision del método, asi como a los porcentajes de recuperacion.
Debido a esto es necesario proteger la molécula con un grupo mas estable como
lo es el metoxilo (CH30O-), a través de una reaccion de derivatizaciéon del grupo
hidroxilo (HO-) causante de la inestabilidad de los compuestos. Sin embargo,
también se puede evitar su pérdida, por medio de procedimientos de silanizado del
material de vidrio, que en algunos de los casos se emplea diclorodimetilsilano en
ciclohexano (Rimmer y cols., 1996). Inclusive, se puede evitar la derivatizacion de
los HO-PCBs, cambiando de técnica instrumental, como la empleada por Letcher y

cols. 2005, empleando un sistema de cromatografia de liquidos de alto
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desempefio acoplado a espectrometria de masas con ionizacion por electrospray,
técnica que evita el rompimiento del grupo (HO-) de los metabolitos y disminuye el
tiempo de procesamiento de muestra, obteniendo valores aceptables durante la

validacién (Letcher y cols., 2005).

Los métodos analiticos no siempre miden toda la cantidad de analito presente en
la muestra, por tal motivo es necesario evaluar la eficiencia del método, por medio
del calculo de los porcentajes de recuperacion de cada uno de los compuestos de
interés (EURACHEM Guide, 1998). Los porcentajes de recuperacion obtenidos en
el presente trabajo se encuentran entre 92 y 108% (Tabla 3), para todos los
compuestos de interés por cuantificar, evaluados a través del fortificado de puntos
control para el caso de los PCBs a dos concentraciones 15 y 50 (ug/L, ppb) e HO-
PCBs a 5y 15 (ug/L, ppb), de acuerdo a la guia de validacion de métodos para el
analisis de compuestos organicos en niveles traza (AOAC/FAO/IAEA/IUPAC,
2000), los valores aceptados para las concentraciones de 15 y 50 ppb deben de
encontrarse dentro del rango de 70 a 120% de recuperacion, y para el punto
control de menor concentracion (5 ppb) entre 60-120%; lo cual nos indica que la

metodologia cumple con los criterios de la guia.

Sin embargo, comparando los porcentajes de recuperacion obtenidos con otras
metodologias, como por ejemplo con las desarrolladas por Hovander y cols. 2000
y Sandanger y cols. 2003 y 2004, que en ambas metodologias se emplearon

procedimientos de tratamiento diferentes, pero sirvieron en la determinacion de los
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niveles de compuestos halogenados neutros entre ellos PCBs y compuesto
fendlicos halogenados como los HO-PCBs. En ambas metodologias, inclusive en
la desarrollada en el presente trabajo (Tabla 3), se demostré que en general para
los compuestos fendlicos se obtienen porcentajes de recuperacibn menores que
para los compuestos neutros. En base a esto, es importante mencionar, que la
obtencion de altos porcentajes de recuperacion de los HO-PCBs, radica en la
separacion de los compuestos fendlicos de neutros y en el proceso de
derivatizacion. Por consiguiente, fue importante encontrar un proceso analitico que
nos permitiera separar los PCBs de HO-PCBs y de otros compuestos solubles
como lipidos. La aplicaciéon de extraccion en fase sélida (SPE, por sus siglas en
ingles) utilizando florisil como sorbente (Sandanger y cols., 2004) sirvid para
separarlos, evitandose el uso de hidroxido de potasio (KOH) que afecta los
porcentajes de recuperacion de los HO-PCBs (Hovander y cols., 2000); y a la ves
ayudo a retirar lipidos. Sin embargo, a diferencia de la metodologia desarrollada
por Sandanger y cols. 2004, en el presente trabajo se obtuvieron dos fracciones
independientes, para la respectiva cuantificacion de PCBs e HO-PCBs, lo cual
favorecié los porcentajes de recuperacion. Otra de las causas que afecta la
recuperacion de los HO-PCBs; es la reaccion de derivatizacion, la cual es
necesaria para proteger la molécula, convirtiendo el grupo (HO-) del metabolito
hidroxilado a (MeO-) (Mecanismo de reaccion, Figura 1), con la finalidad de
disminuir su polaridad, aumentar su estabilidad térmica y facilitar su deteccion. Por

lo que se empled una reaccién con alto rendimiento, obteniendo 100 + 26% a un
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tiempo Optimo de 40 minutos, empleando trimetilsilidiazometano (TMSDM).
Aunque en la mayoria de los métodos desarrollados para derivatizar HO-PCBs
(compuestos fendlicos) se emplea diazometano (Hovander y cols., 2000 y
Sandanger y cols. 2004); este compuesto es poco estable, dificil de manejar y
preparar, se descompone Si ho se encuentra a ciertas condiciones ambientales,
generando subproductos que pueden afectar el rendimiento de reaccion y por
consiguiente los porcentajes de recuperacion de los metabolitos a evaluar, como
los obtenidos por Sandanger y cols. 2004, que drasticamente bajan, después del
empleo del diazometano en la metodologia. Por el contrario, la técnica empleada
en el presente trabajo es facil de estandarizar, debido a que el
trimetilsiliidiazometano (TMSDM) es estable y no representa alto grado de
peligrosidad durante su manipulacion. Otra de las ventajas del TMSDM, es que se
puede emplear en la determinacion de otros tdéxicos que presentan en su molécula
el grupo (HO-) de forma nativa o0 como producto de metabolizacidon. En el caso de
algunos herbicidas es necesario derivatizar la molécula para poder identificarlos,
obteniéndose porcentajes de recuperacion alrededor del 100% (Rimmer y cols.,
1996), inclusive puede servir para la determinacion y cuantificacion de HO-PBDEs,
metabolitos hidroxilados de los PBDES, en los cuales también es necesaria la

derivatizacion del grupo HO-, para lograr su deteccion (Athanasiadou, 2003).

Finalmente, el andlisis de 10 muestras mixtas de la comunidad de San Nicolas,
Querétaro, mostro niveles de 555 ng/g lipido y 364 ng/g lipido para PCBs (14

congéneres analizados) e HO-PCBs (4 metabolitos analizados) respectivamente,
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estos niveles son mayores a los encontrados en el NHANES Ill en Estados Unidos
de Norte-Ameérica para el caso de los PCBs (CDC, 2005), en el caso de los HO-
PCBs los niveles son menores a los encontrados en algunas poblaciones con alta
exposicion a PCBs, como en ciertas comunidades de la Peninsula Chukotka
(Sandanger y cols. 2004), y similares a los encontrados en las islas Faroe
(Fangstrom y cols., 2002), ambas zonas del Artico. También fue encontrado que
los congéneres mas abundantes y que se encontraron en la mayor parte de las
muestras analizadas fueron los congéneres PCB153 y el PCB138. En este
contexto, ha sido demostrado que los congéneres mas frecuentemente detectados
en poblacién general son 138, 153, 177, 178, 180, 183 and 187, (Patterson y cols.,
1994 y Heudorf y cols., 2002). Estos congéneres contribuyen en una gran
proporcion del total de PCBs observados en muestras mixtas (pools)
representativas en una poblacion de Nueva Zelanda (Bates y cols., 2004) y en una
pequeiia muestra de hombres en Suecia (Glynn y cols., 2000). Por otro lado,
Longnecker y cols. 2003, realizo el andlisis de 10 estudios de exposicion a PCBs y
pudo notar que el congénere con mayor abundancia y mayormente detectado fue
el PCB 153, pero congéneres como el 118, 138 y 180 estuvieron también
presentes. Para el caso de HO-PCBs, el metabolito mas encontrado en nuestro
analisis fue el 4-HO-CB187, que también es el de mayor abundancia en estudios
donde han sido analizados HO-PCBs (Féngstrém y cols., 2002 y Park J. y cols.,
2007). En base a esto, la abundancia de este metabolito, sugiere que procede de
dos congéneres de PCBs, del PCB 183, generandolo mediante la formacion de un

epoxido a través de la via 1,2-desplazamiento que hace factible su
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biotransformacion al hidroxilado y también a partir del PCB 187 mediante insercion
directa del grupo (HO-) (Letcher y cols., 2000), ambos PCBs son altamente
persistentes y frecuentemente detectados en poblaciones expuestas a este tipo de

compuestos (Heudorf y cols., 2002).

Con lo anterior se puede concluir que el método desarrollado en el presente
trabajo puede ser utilizado en el monitoreo de PCBs e HO-PCBs en poblaciones
expuestas, lo que nos permitird una mejor estimacion del riesgo en este tipo de

poblaciones.
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VII. PIE DE FIGURAS

Figura 1. Mecanismo de la reaccion de derivatizacion con TMSDM, mostrando la

conversion del grupo (HO-) del 4-HO-CB146 a (CH30- 0 MeO-).

Figura 2. Cromatograma de un punto control a una concentracion de 15 ppb,

analizado en modo SIM para la deteccion y cuantificacion de PCBs

Figura 3. Cromatograma de una muestra individual de plasma analizada en modo
SIM identificando los siguientes MeO-PCBs (CH30-PCBs): a, 4-MeO-CB107; b, 4-

MeO-CB146; c*, 4-MeO-CB187 + 4-HO-CB187-'3Cy,; d, 4MeO-CB172.
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VIIl. TABLAS

Tabla 1. Limite de deteccion (LOD) y limite de cuantificacion (LOC), para PCBs e
HO-PCBs

Congénere LOD LOC
PCBs (ug L™ (ug L™
PCB 28 1.97 4.32
PCB 52 1.45 3.24
PCB 101 1.22 2.72
PCB 99 1.50 3.45
PCB 118 1.50 3.45
PCB 153 1.19 2.62
PCB 105 1.27 2.78
PCB 138 1.12 2.46
PCB 187 2.16 4.96
PCB 183 1.63 3.58
PCB 128 1.77 3.89
PCB 156 1.77 3.89
PCB 180 2.58 5.66
PCB 170 2.01 4.40
Metabolito
HO-PCBs*
4-HO-CB-107 0.85 1.76
4-HO-CB-146 0.44 0.91
4-HO-CB-187 0.38 0.80
4'-HO-CB-172 0.49 1.02

* |dentificados como MeO-PCBs o0 CH3;0-PCBs.
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Tabla 2. Verificacion de linealidad para PCBs e HO-PCBs

Linealidad
PCBs
Tr _ Coeficiente
. Pendiente® de
(minutos) o
correlacion
PCB 28 13.71 1.22 +0.11 0.998
PCB 52 14.36 1.14 +0.10 0.998
PCB 101 16.31 1.26 +0.16 0.996
PCB 99 16.46 1.24 +0.13 0.997
PCB 118 17.95 1.23+0.13 0.997
PCB 153 18.54 1.00 +£0.10 0.997
PCB 105 18.74 1.42 +£0.14 0.998
PCB 138 19.39 0.98 + 0.09 0.998
PCB 187 19.87 0.72 £0.09 0.996
PCB 183 20.03 0.72 £0.09 0.996
PCB 128 20.26 0.80 +0.08 0.998
PCB 156 20.88 1.02 £0.09 0.998
PCB 180 21.26 0.86 + 0.08 0.998
PCB 170 22.00 0.61 +£0.03 0.999
Metabolito
HO-PCBs*
4-HO-CB-107 20.56 1.27 £0.09 0.9990
4-HO-CB-146 20.97 1.26 £ 0.09 0.9990
4-HO-CB-187 22.10 1.03 + 0.05 0.9995
4’-HO-CB-172 23.27 1.10 + 0.06 0.9992

a = pendientes =+ limites de confianza, * Identificados como MeO-PCBs o CH;0-PCBs.
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Tabla 3. Porcentajes de recuperacion para la metodologia, obtenidos con
puntos control en plasma fortificado con PCBs e HO-PCBs (identificados como
MeO-PCBs).

Congéneres Concentracion % Recuperaciéon*
PCB e HO-PCBs (g LY %R
PCB 28 & 103,08
PCB 52 = 104.46
PCB 101 = 104.22
PCB 99 & 104,96
PCB 118 = 10703
PCB 153 = 10552
PCB 105 = 105.32
PCB 138 ég 10527
PCB 187 = 105,45
PCB 183 = 105,07
PCB 128 = 104.86
PCB 156 = 1042
PCB 180 e 10819
PCB 170 o 10071
4-HO-CB-107 o 10158
4-HO-CB-146 o 101,46
4-HO-CB-187 > ey
4'-HO-CB-172 > 943

*De acuerdo a los criterios de aceptacion establecidos en la guia AOAC/FAO/IAEA/IUPAC, 2000, se aceptan porcentajes
de recuperacion para 15y 50 ug L-1 de 70 a 120% y para 5 ug L-1 de 60 a 120%.
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Tabla 4. Precision de la metodologia, expresada como repetibilidad y precision
intermedia, obtenida con puntos control en plasma fortificado con PCBs e HO-
PCBs (identificados como MeO-PCBSs).

Congéneres de Concentr_?cién Repetibilidad IEtreerCrLSeig?a
PCB e HO-PCBs (ng L™ %CV ey
s 28 ;s e u
e 52 : 250 &
;8 a7 o
oo o 5 s 0
5 2 u
- oz s
- L o0
: o uze
PCB 187 0 466 330
PCB 163 5 492 421
PCB 128 0 s 233
- o
- o
s o
+HO-CB-107 15 1447 7 66
4HO-CB-146 5 15,01 To1
4HO-CB-187 " 120 s
4-HO-CB-172 15 440 s a4

*De acuerdo a los criterios de aceptacion establecidos en la guia AOAC/FAO/IAEA/IUPAC, 2000; se aceptan coeficientes
de variacion para 15y 50 ug L-1 de <20% y para 5 pg L-1 de <30%.



Tabla 5. Concentraciones de PCBs e HO-PCBs en los 10 pools formados de las
muestras de la poblacion de San Nicolas, Qro.

PCBs (ng/g de lipido)

Media aritmética DeS\{|aC|on Rango
estandar
PCB 28 72 157 (ND-451.7)
PCB 52 60 127 (ND-341.7)
PCB 101 ND ND ND
PCB 99 ND ND ND
PCB 118 35 111 (ND-350.8)
PCB 153 200 18 (ND-230.8)
PCB 105 27 84 (ND-266.7)
PCB 138 110 95 (ND-195.0)
PCB 187 ND ND ND
PCB 183 ND ND ND
PCB 128 34 106 (ND-335.0)
PCB 156 19 61 (ND-192.5)
PCB 180 ND ND ND
PCB 170 ND ND ND
Suma 555
Metabolitos hidroxilados de los PCBs (ng/g de lipido)
Media aritmética DeSV,IaCIOI’l Rango
estandar
4-HO-CB-107 161 302 (ND-870.8)
4-HO-CB-146 ND ND ND
4-HO-CB-187 203 39 (ND-275.0)
4'-HO-CB-172 ND ND ND

Suma 364

ND = No detectable



Tabla 6. Concentraciones de PCBs e HO-PCBs en 4 muestras de la poblacion de

San Nicolas, Qro.

PCBs (ng/g de lipido)

Muestra 15 Muestra20 Muestral9 Muestra 1l
PCB 28 311.7 ND ND ND
PCB 52 305.8 ND ND ND
PCB 101 528.3 ND ND ND
PCB 99 422.5 ND ND ND
PCB 118 366.7 ND ND ND
PCB 153 290.0 ND ND 209.2
PCB 105 ND ND ND ND
PCB 138 275.8 ND ND 190.0
PCB 187 254.2 ND ND ND
PCB 183 273.3 ND ND ND
PCB 128 306.7 ND ND ND
PCB 156 284.2 ND ND ND
PCB 180 287.5 ND ND ND
PCB 170 ND ND ND ND
Metabolitos hidroxilados de los PCBs (ng/g de lipido)
4-HO-CB-107 385.0 ND ND ND
4-HO-CB-146 210.0 ND ND ND
4-HO-CB-187 241.7 ND ND 182.5
4'-HO-CB-172 198.3 ND ND ND

ND = No detectable
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Tabla 7. Valores establecidos para el control de calidad interno, para cada punto
control en plasma fortificado con PCBs e HO-PCBs (identificados como MeO-

PCBs).

Congéneres de

Concentracion

%Rprom - 2CV

PCB e HO-PCBs (ug LY
15
PCB 28 = 98.4 106.0
PCB 52 15 93.1 114.9
50 : :
PCB 101 ég 95.6 107.2
PCB 99 15 89.0 120.0
50 : :
PCB 118 ég 95.2 105.8
PCB 153 ég 97.9 110.6
PCB 105 51)8 97.1 106.9
PCB 138 ég 97.1 112.8
PCB 187 ég 98.8 110.3
PCB 183 ég 96.4 117.7
PCB 128 ég 96.2 109.4
PCB 156 ég 95.0 116.0
PCB 180 51)8 98.4 104.5
PCB 170 15 96.6 114.0
50
4-HO-CB-107 155 96.9 100.1
4-HO-CB-146 155 95.3 115.3
4-HO-CB-187 155 96.7 107.9
4'-HO-CB-172 155 96.1 114.8
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VI.

FIGURAS

4-MeO0-CE 146
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