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Resumen

La proximidad del &rea urbana del Camp de Tarragona a los diversos poligonos
industriales de la region requiere la implementacibn de medidas de seguridad
extremadamente estrictas. Con el paso de los afios y el aumento de la conciencia
ambiental por parte de las autoridades y la poblacion, se han desarrollado una serie de
medidas de seguridad, destacando la monitorizacion de contaminantes atmosféricos
derivados de las actividades industriales en la zona.

El objetivo de este trabajo de fin de master es contribuir a la determinacion de
biomarcadores derivados de contaminantes atmosféricos. Por lo tanto, se ha
desarrollado un método analitico para la identificacion de biomarcadores de exposicion
a contaminantes atmosféricos en muestras de orina utilizando cromatografia liquida de
alta resolucion acoplada a espectrometria de masas en tAandem (HPLC-MS/MS).

Este método analitico ha permitido identificar 12 biomarcadores, entre los que se
incluyen 8 biomarcadores de exposicion a contaminantes ambientales de la familia
BTEX (benceno, tolueno, etilbenceno y xilenos), 3 biomarcadores derivados de
hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAHs) y un derivado de hidrocarburos clorados.
Estos biomarcadores proporcionan informacion relevante sobre la exposicién de los
individuos a los contaminantes atmosféricos y su impacto en la salud.

Se ha realizado la optimizacién cromatografica evaluando la separacion y resolucion
obtenida en fase normal HILIC y en fase reversa C18. A la vez que se han determinado
las transiciones experimentales propias de la fragmentacion de cada biomarcador.

El tratamiento de muestra aplicado en la determinacion de los biomarcadores fue
optimizado mediante la eleccion de técnicas de preparacion de muestra respaldadas
bibliograficamente. En la parte experimental se trataron muestras en orina sintética
mediante filtros Captiva y QUEChERS. En esta segunda técnica ademas se aplicé una
etapa de clean up mediante dispersive Solid Phase Extraction (d-SPE).

Se evalud el efecto de la enzima R-Glucuronidasa/arilsulfatasa con el propésito de
utilizarla para liberar los biomarcadores de exposicién que estaban conjugados con
grupos glucurdnido y sulfatasa, y asi ver si cuantificando las formas desconjugadas,
ahora liberadas, junto con las formas libres se obtenian limites de deteccion inferiores
y/o picos con una mayor resolucion.



1. Introduccion

1.1Problemética medioambiental

El Camp de Tarragona es el nombre que recibe el &rea metropolitana alrededor de las
ciudades de Tarragona y Reus, comprendiendo en su territorio a mas de 500.000
personas. Este elevado nimero de habitantes coexiste junto a la mayor concentracion
de industria quimica del sur de Europa [1], agrupadas mayoritariamente en el Poligon
Quimic Nord y Poligon Quimic Sud, Fig. 1, situacion que obliga a establecer unas
estrictas medidas de seguridad para garantizar la calidad del medioambiente (aire, agua,
etc.), preservar la salud de las personas, de las zonas agricolas en caso de fugas,
accidentes, explosiones, etc. y controlar la actividad y produccién industrial.
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Figura 1. Mapa aéreo del Camp de Tarragona [2].

El complejo petroguimico de Tarragona tuvo sus inicios en la década de 1960. La
eleccion de su ubicacién se debi6 a la topografia adecuada, la accesibilidad del petréleo
por el puerto de la ciudad y la abundancia de agua del rio Ebro. En un principio, se
construy6 el Parque Industrial Sud, que actualmente abarca una extension de 720
hectareas. En poco tiempo, grandes empresas como Industrias Quimicas Asociadas
(IQA), con capital de ERT, Cepsa, Shell y Hoechst, junto con Dow y BASF, se
establecieron en esta zona. Durante la siguiente década, en paralelo a los "Planes de
Desarrollo" impulsados por la autarquia espafiola, se construyd el Parque Industrial
Norte, con una extension menor de 600 hectareas. En este lugar se instalé la refineria
publica Enpetrol, actualmente conocida como Repsol, lo que consoliddé el complejo
petroquimico. Posteriormente, el complejo se destacO en la produccién de etileno,
siendo el Unico productor de 6xido de etileno en la Peninsula Ibérica.

Segun los datos oficiales del departamento de Medio Ambiente y Sostenibilidad de la
Generalitat de Catalunya, la produccion global en la zona alcanza los 21 millones de
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toneladas al afio, lo que lo posiciona como lider en el sector en el sur de Europa [3].
Debido al considerable volumen de produccion y la cercania a areas urbanas, se ha
reconocido la necesidad de implementar medidas para controlar los niveles de
contaminantes en todo el territorio circundante.

En los dltimos afios, se han puesto en marcha diversos planes para la proteccion y
cuidado del medio ambiente y las personas: proyecto de regeneraciéon de aguas
residuales urbanas, un sistema de control y monitorizacién de olores, que era una de
las principales preocupaciones de los residentes cercanos a los poligonos [4]. Y entre
todas estas iniciativas, destaca la monitorizacion de la calidad del aire. En 2015 se
establecio la Taula de la Qualitat de I’Aire del Camp de Tarragona con el propésito de
intercambiar informacién sobre la calidad del aire y los efectos de las emisiones de la
industria quimica en la salud de las personas, asi como mejorar la vigilancia e
investigacion del impacto en la salud humana de los principales contaminantes
provenientes de la petroquimica. Esta mesa estd compuesta por diversas entidades,
incluyendo administraciones gubernamentales a nivel estatal y municipal, instituciones
académicas como la Universitat Rovira i Virgili, organizaciones ecologistas, sindicatos,
asociaciones empresariales como la Asociacion Empresarial Quimica de Tarragona
(AEQT) y comunidades locales.

Desde el afio 2018, se lleva a cabo anualmente el estudio “Observatorio de la Calidad
del Aire del Camp de Tarragona” [5]. Este estudio forma parte de un proyecto integrado
en la Taula de la Qualitat de I'Aire del Camp de Tarragona, impulsado por Repsol con el
apoyo de 'AEQT. El Instituto Cerda coordina el proyecto, y cuenta con la contribucién
técnica de la Universitat Rovira i Virgili, asi como la participacién de otras entidades
publicas y privadas. El objetivo principal de este estudio es recopilar datos sobre la
evolucion de las emisiones de compuestos organicos volatiles (VOCs) en la zona que
abarca los poligonos industriales quimicos y poblaciones colindantes. Para llevar a cabo
esta monitorizacion, se establecieron mas de 20 puntos de muestreo durante un afio,
incluyendo a las localidades de: EI Morell, La Pobla de Mafumet, Constanti, Tarragona,
Reus, Alcover, Valls, Campclar, Torreforta, El Serrallo, La Pineda, Vila-seca, Bonavista,
La Canonja, Prades, Barcelona, Lleida, Girona, etc., una mezcla de pueblos y ciudades
colindantes a complejos industriales quimicos y las grandes urbes de Catalufa.

En el informe mas reciente del Institut Cerda [5], las concentraciones de benceno se
mantienen por debajo de los limites establecidos en las zonas de emisién segun el Real
Decreto 102/2011 [6]. Al comparar las concentraciones medias anuales de compuestos
organicos volatiles (VOCs), benceno y 1,3-butadieno con mediciones anteriores, se
observa una disminucidon de la concentracion a medida que avanza el tiempo. Esta
tendencia descendente en las concentraciones de contaminantes atmosféricos a lo
largo de los afios es un indicador positivo del efecto de las medidas implementadas para
mejorar la calidad del aire. La implementacion de estas medidas, junto a regulaciones
estrictas, tecnologias mas limpias y conciencia ambiental, han contribuido a la reduccién
de las emisiones y, en consecuencia, a la disminucién de la contaminacién atmosférica.

En Espafa la regulacion sobre calidad del aire, viene definida por distintas leyes: la Ley
34/2007 de 15 de noviembre, de calidad del aire y proteccion de la atmdésfera establece
un valor limite anual de 5 microgramos por metro cubico (ug/m3) para el benceno en el
aire ambiente [7]. Otras leyes encargadas de establecer los valores limites de emision
son el Real Decreto 102/2011 [6] y el Real Decreto 815/2013 [8]. Estas leyes son el
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resultado de la implementacién de la Directiva 2008/50/CE del Parlamento Europeo y
del Consejo, la cual establece estdndares de calidad del aire ambiente y objetivos a
largo plazo para la reduccién de la contaminacion atmosférica en la Union Europea [9].

Aunque el Informe sobre la Calidad del Aire del Camp de Tarragona puede proporcionar
informacion relevante sobre la evolucibn de la calidad del aire en la zona, es
fundamental considerar la presencia de otros contaminantes. La regulacion actual
puede resultar insuficiente, ya que, aungque se aplica a un grupo amplio de compuestos,
como a oxidos de azufre, 6xidos de nitrégeno, compuestos organicos volatiles,
hidrocarburos aromaticos policiclicos, metales, particulas en suspension, etc. no abarca
todos los contaminantes presentes en el aire que también representan potencialmente
riesgos para la salud humana y el medio ambiente.

Para poder asegurar que los niveles de exposicion son minimos y no representan un
peligro para la salud humana y ambiental a lo largo del tiempo seria necesario ampliar
la lista de contaminantes regulados en aquellas zonas de mayor exposicion, como el
Camp de Tarragona.

1.2Seleccion de compuestos

A partir de las necesidades de la zona y a los datos publicos de valores de concentracién
monitorizados anualmente en los diferentes puntos, se ha confeccionado una lista de
compuestos de alto valor para su analisis y futura monitorizacién, ver Tabla 1.

Este estudio busca implementar un andlisis rapido y eficiente en orina de un grupo de
compuestos que pueda cubrir un amplio namero de precursores contaminantes en los
gue haya niveles de produccion altos en el Camp de Tarragona. Estos precursores son
contaminantes atmosféricos, pero una vez entran en contacto directo con el cuerpo
humano se metabolizan en otros compuestos, por o que es necesario determinar el
producto de degradacién. Posteriormente, el cuerpo humano mediante el aparato
excretor es el responsable de eliminarlos del cuerpo.

Originalmente, la lista de candidatos integraba potencialmente un niamero superior a 60
compuestos, por lo gue un analisis simultaneo de compuestos de naturaleza tan variada
complicaba el proceso de desarrollar un método que anexe a todos. Se decidi6é aplicar
una serie de filtros para la seleccion de biomarcadores ambientales, los cuales son:

e Deben ser compuestos presentes en orina

e Posibilidad de ser analizados mediante UHPLC-MS/MS-ESI-

¢ Comercialmente disponibles para su adquisicion

e Idealmente cada contaminante debe estar asociado a un Unico biomarcador

Estos 4 requisitos redujeron considerablemente el nimero de compuestos candidatos,
conformando una lista final con 12 biomarcadores que provienen de 9 contaminantes de
amplia naturaleza quimica. En la Tabla 1 se recoge toda la informacién de interés en
cuanto a las propiedades quimicas de los biomarcadores, familia de compuestos e
informacién toxicoldgica y cancerigena de los contaminantes de los que derivan.

En el Anexo 1 se muestra un glosario con las definiciones de los términos incluidos en
la Tabla 1. En el Anexo 2 se recogen las concentraciones a la cual se han detectado los
biomarcadores objetivo en orina en poblacién no expuesta a contaminacion.



Tabla 1. Biomarcadores de exposicion a contaminantes atmosféricos analizados. Agrupados por familia de compuestos.

) Céancer No-céancer
Tiempo de
Biomarcador Informacion Estructura V|da_med|o en Precursor - -
orina (tz) inhalation Inhalation Chronic
[Ref.] Clasificacién o Reference
Unit Risk . Otros
IARC (ug/m?): Concentration
g (RFC) (mg/m3)
Biomarcadores de compuestos organicos volétiles (VOCs)
Acido 2.2'- NUmero CAS: 123-93-3 o o
L Férmula molecular: C4Hs04S 1,2-Dicloroetano 5 3 RfCs: 7,00 x 102
tiodiacetico Peso molecular: 150,16 g/mol )K/S\)k N.D. (Organoclorado) 2B 2,60 x 10 7,00 %10 RfCt: N.D.
(TGA) HO OH
Log P: -1,16
Acido S- Numero CAS: 4775-80-8
fenilmercantirico Foérmula molecular: C11H13NO3S CO.H 9,1h
p Peso molecular: 239,29 g/mol S/\l/ 2 [10]
(SPMA) )
Log P: 1,16 NHAc Benceno 1 780 x 106 300 x 102 RfCs: 8,00 x 10
‘L Numero CAS: 3588-17-8 o H (BTEX) ' ' RfCt: 1,92 x 102
Acido trans, trans- , ]
mUConico Férmula molecular: CsHgOa4 J\/I\WOH 50h
(TTMU) Peso molecular: 142,11 g/mol HO = [10, 11]
Log P: 0,20 H O
NUmero CAS: 495-69-2 0
Acido hiparico Férmula molecular: CoHgNO3 OH 2-3h Tolueno RfCs: 5,00
(HA) Peso molecular: 179,17 g/mol H/W [12] (BTEX) 3 N.D 5,00 RfCt: N.D.
Log P: 0,46 0
(0]
Ndmero CAS: 90-64-2 HO
Acido mandélico Férmula molecular: CgHgO3 OH 2,1h Etilbenceno 2B 250 x 10 1.00 RfCs: 9,00
(MA) Peso molecular: 152,15 g/mol [13] (BTEX) ’ ' RfCt: 8,67
Log P: 0,57
Acido - Nmero CAS: 42013-20-7 O
e Férmula molecular: C10H11NO3 OH o-xileno 1 RfCs: N.D.
me(tzll_r’:/llpHLX)lco Peso molecular: 193,2 g/mol H/\g N.D. (BTEX) 8 N.D. 1,00 x 10 RfCt: N.D.

Log P: 1,01




Numero CAS: 27115-49-7

o]
Acido 3- .
-CIC-10’3- Férmula molecular: C10H11NO3 N7COH
metilhiparico . H N.D.
(3-MHA) Peso molecular: 193,2 g/mol
Log P: 1,01 CHs m-p xileno _1 RfCs: N.D.
BTEX) 8 N.D. 1,00 %10 RfCt: N.D
o Numero CAS: 217115-50-0 0O ( T
Acido 4- .
S Formula molecular: C10H11NO3 A~
metilhiparico N™ "COzH N.D.
(@-MHA) Peso molecular: 193,2 g/mol H
Log P: 1,01 Me
Acido NUmero CAS: 611-73-4 0
fenilglioxilico Férmula molecular: CgHsO3 OH 8,1h Estireno oA N.D 1.00 RfCs: N.D.
(gPGA) Peso molecular: 150,13 g/mol [13] (BTEX) o ' RfCt: 3,00
Log P: 1,20 o
Biomarcadores de hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAHs)
NUmero CAS: 135-19-3 OH
2-naftol Férmula molecular: C10HsO 25h
(2-OHNaph) Peso molecular: 144,17 g/mol [14]
Log P: 2,69 :N.D.
Naftaleno 2B 3,40 x 10 3,00 x 10 Rsz. N.D
Numero CAS: 90-15-3 OH (PAHS) RfCt: N.D.
1-naftol Férmula molecular: C1o0HsO 4,3h
(1-OHNaph) Peso molecular: 144,17 g/mol OO [14]
Log P: 2,69
OH
Ndmero CAS: 5315-79-7
1-hidroxipireno Férmula molecular: C16H100 ‘O 39h Pireno 3 N.D N.D RfCs: N.D.
(1-OHPY) Peso molecular: 218,25 g/mol [14] (PAHS) o e RfCt: N.D.

Log P:4,45

El nimero CAS, la formula y el peso molecular han sido obtenidos consultando la pagina de informacién de cada biomarcador en PubChem. Log P de cada
metabolito ha sido obtenido de la base de datos ChemSpider. La informacion toxicolégica procede de las fichas de seguridad proporcionadas por el distribuidor.



1.3Seleccion de técnicas
1.3.1 Preparacion de orina

La orina es una matriz bioldgica no invasiva que se obtiene facilmente y de manera no
dolorosa mediante la miccién, lo que la hace especialmente util en estudios de
seguimiento o monitorizacion. Como matriz biolégica, se trata de una matriz compleja,
en la cual los biomarcadores de exposicién estan presentes en concentraciones muy
bajas en relacién con otros componentes. Se compone mayoritariamente de agua,
llegando a representar hasta un 95% del total. El siguiente compuesto que se encuentra
en mayor medida es la urea, con un 2%, que es el principal producto terminal del
metabolismo de las proteinas en mamiferos. En el resto de los componentes que
completan la composicién de la orina, se engloban una gran variedad de compuestos
organicos e inorganicos, donde dentro de este pequefio porcentaje se sitGan en una
todavia mas pequefa fracciéon los biomarcadores de exposicion [15]. Esto plantea el
desafio de conseguir una etapa de preparacién de muestra en la que se puedan eliminar
selectivamente los diferentes interferentes presentes en la orina sin comprometer la
deteccion de los biomarcadores de interés, consiguiendo asi purificar la muestra de
sustancias indeseables, obteniendo una muestra mas limpia.

Tal y como respalda la bibliografia, existen multitud de métodos estudiados para la
preparacion de muestra a la hora de extraer biomarcadores en orina y determinarlos
mediante UHPLC. Entre estas técnicas se encuentran Liquid-Liquid Extraction (LLE)
Dilute & Shoot, QUEChERS, Solid-Phase Extraction (SPE) y Captiva, entre otras [16,
17, 18, 19]. En el caso de los biomarcadores seleccionados, la gran mayoria de ellos se
analiza mediante LC-espectrometria de masas en tandem (normalmente con triple
cuadrupolo, QqQ) en modo de ionizacion negativo (ESI-) y la técnica de preparacion de
muestra es SPE.

Da-Hye Kim et al., [16], describe la preparacién de orina mediante SPE, evaluando 3
sorbentes. Uno de los sorbentes que utiliza son los filtros Captiva, que estan cobrando
fuerte importancia en el uso de extracciones en muestras biolégicas. En el caso de los
12 biomarcadores escogidos para la determinacion no existe actualmente bibliografia
especifica. Aun asi, son numerosas las fuentes que respaldan el uso de Captiva como
técnica de extraccion de compuestos en orina [17, 18, 19], por lo que es interesante
evaluar la eficiencia de esta técnica en los biomarcadores seleccionados.

Los filtros CAPTIVA ND son cartuchos de extraccion en fase sélida desarrollados por
Agilent Technologies. Estos filtros contienen una membrana la cual es capaz de retener
proteinas, fosfolipidos, tensioactivos supresores de iones y lipidos mediante una
combinacion de exclusién por tamafio e interacciones hidrofébicas con la cadena
alifatica larga de los lipidos [20]. Gracias a sus caracteristicas de retencién, su simpleza
y el menor volumen de reactivos que necesita es utilizada mayoritariamente en
aplicaciones que impliquen limpieza en plasma y orina.

La utilizacién de estos filtros como técnica de extraccion eliminara gran parte de los
interferentes mencionados, se obtendra un extracto mas limpio, que tendr4 un menor
efecto matriz, con lo que tedricamente los resultados en orina real deben ser similares
a los obtenidos inyectando patrones en orina sintética y por lo tanto esto ayudaria en el
proceso, simplificando la calibracion.



El método QUEChERS destaca por su simplicidad, rapidez, bajo costo, eficacia,
robustez y seguridad, caracteristicas que componen sus siglas. Este método se basa
en una combinacion de extraccion liquido-liquido donde se adicionan sales inorganicas
gue provocan la migracion de las sustancias de interés (salting-out) entre fases. El
principio detrds del salting out se basa en la disminucion de la solubilidad de las
sustancias en la solucién acuosa debido al aumento de la concentracion de las sales.
Cuando se agregan las sales, los iones presentes interfieren en las interacciones soluto-
solvente, reduciendo la capacidad del disolvente para mantener las moléculas de la
sustancia en solucion. Como resultado, las moléculas o particulas de la sustancia
migran de la fase acuosa a la fase organica. En este trabajo, se realizara posteriormente
una etapa de clean up mediante dispersion de fase soélida (d-SPE). Se emplea una fase
sélida dispersa en la muestra o sorbente, en este caso ZSEP y PSA. Este sorbente se
mezcla con la muestra, permitiendo la adsorcion selectiva de los interferentes.

1.3.2 Determinacion de los biomarcadores de exposicién

La determinacibn se realizara mediante UHPLC-MS/MS. Esta técnica es
extremadamente sensible, lo que permite la deteccién y cuantificacion de compuestos
presentes en concentraciones muy bajas en la orina, como en el caso de biomarcadores.
La técnica permite la identificacion y cuantificacion de compuestos especificos utilizando
multiples reacciones de ionizacion y transiciones de masa, lo que reduce la interferencia
de otros componentes presentes en la matriz. Ademas, aporta el valor afiadido de
requerir volimenes de muestra pequefios lo que es una ventaja cuando se trabaja con
matriz bioldgica, ya que, aungque sea no invasiva y tenga facil obtencién, a menudo se
dispone de volumenes limitados. Todas estas ventajas, condensadas en un método
cromatografico con tiempos de andlisis muy cortos, hara que el método pueda ser
aplicado a un gran numero de muestras en poco tiempo y con gran sensibilidad y
selectividad.

En la determinacion de biomarcadores de exposicion a contaminantes atmosféricos, es
muy importante conocer que cuando nos vemos expuestos a diferentes contaminantes,
estos pueden degradarse en nuestro organismo. El benceno, por ejemplo, se degrada
mediante el sistema enzimatico del citocromo P450 en el higado, especificamente por
la accién de la enzima CYP2E1L (citocromo P450 2E1) [21, 22]. En esta via metabdlica,
el benceno es convertido en varios metabolitos a medida que se degrada y elimina del
cuerpo, convirtiéndose en SPMA o TTMU entre otros. El mismo proceso puede suceder
para otros contaminantes. A su vez, estos derivados son metabolizados a través de la
via del acido glucurénico, proceso descrito en [23], y/o la via del sulfato. En estas vias,
se agregan grupos glucurénidos o sulfatos al metabolito, lo que aumenta su solubilidad
en agua Yy facilita la eliminacién a través de la orina. Para poder analizar los
biomarcadores que han sido transformados en el producto glucuronizado o sulfatado,
sera necesario hidrolizarlos enzimaticamente con B-glucuronidasa/arilsulfatasa. Esta
combinacion de ambas enzimas tiene la capacidad de hidrolizar y catalizar la reacciéon
de desglucuronidacion (rotura de los enlaces glucurénidos) y desulfatacion en
compuestos organicos y asi detectar, junto a los metabolitos libres, aquellos que se
hayan desconjugado. Autores como Hongxuan Kuang et al., [24], han demostrado la
efectividad de la adicion de esta combinacion de encimas, en este caso para la
determinacion simultanea en orina de 31 VOCs.
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2. Objetivos

El objetivo general de este trabajo es el desarrollo de una metodologia analitica para el
andlisis de biomarcadores de exposicion a contaminantes en orina mediante
cromatografia de liquidos acoplada a espectrometria de masas. Con este fin, se llevara
a cabo el desarrollo de un método analitico, evaluando diversas técnicas de preparacion
de muestras, QUEChERS y CAPTIVA, y andlisis mediante cromatografia liquida de ultra
alto rendimiento acoplada a espectrometria de masas en tandem (UHPLC-MS/MS).

Los objetivos especificos en términos de desarrollo del método son:

v' Adquisicién de conocimientos relacionados con la metabolémica, principalmente
en orina.

v Planificacioén, estudio y desarrollo de las técnicas de preparacién de muestra.

v Estudio y desarrollo de las condiciones cromatogréaficas. Eleccion de la fase de
la columna UHPLC, fase mdvil, parametros cromatogréficos y de deteccion de
biomarcadores.

Los objetivos especificos con respecto a la aplicacion de las habilidades adquiridas en
el master son:

v' Demostrar la adquisicion de capacidad analitica y resolutiva, disefiando y
llevando a cabo los planes de trabajo establecidos.

v' Desarrollar un enfoque de interpretacion de datos cromatograficos para
identificar y caracterizar de manera precisa y confiable los compuestos presentes
en una muestra.



3. Desarrollo experimental
3.1Productos quimicos, reactivos y soluciones patrén

Los estandares analiticos del acido 2,2-tiodiacético (TGA), &cido fenilmercaptarico
(SPMA), &cido trans, trans-mucénico (TTMU), acido hipuarico (HA), acido mandélico
(MA), &cido 2-metilhipdrico (2-MHA), acido 3-metilhipdrico (3-MHA), &cido 4-
metilhipurico (4-MHA), &cido fenilglioxilico (PGA), 1-hidroxipireno (1-OHPYy), 1-naftol (1-
OHNaph), 2-naftol (2-OHNaph), y clotianidina-ds (Clot-ds) se adquirieron de Sigma
Aldrich (St. Louis, EUA). La pureza quimica de todos los analitos es superior al 95%. La
orina sintética “Sigmatrix Urine Diluent”, los sorbentes para clean up y la enzima
B-glucuronidasa/arisulfatasa de Helix pomatia también se obtuvieron de Sigma-Aldrich.

Metanol (MeOH), acetonitrilo (ACN) y H20O, todos de pureza LC-MS, asi como las sales
QUECHhERS fueron subministrados por Scharlab (Sentmenat, Barcelona). Los reactivos
acido férmico (FA) y acetato de amonio (NHsAc) ambos de pureza 299.0% se compraron
a Carlo Erba Reagents (Sabadell, Barcelona). Los filtros Captiva fueron obtenidos de
Agilent Technologies (California, EUA).

Cada estandar analitico se disolvio en MeOH, para obtener soluciones patron a
concentraciones de 2000 mg L™. Las soluciones patrén se diluyeron para obtener
soluciones menos concentradas a 100 mg L y a partir de estas se preparaba, siempre
que fuese necesario, la solucién individual de trabajo a 1 mg L.

Se prepard una solucion mix de trabajo mezclando volimenes apropiados de cada
solucién patrén individual en MeOH a una concentracion final de 10 mg L™ partiendo de
las soluciones individuales de 100 mg L.

Con el fin de realizar multiples optimizaciones, se prepararon soluciones patron para
calibrado en diferentes medios, entre los que se incluyen ACN, H2O, orina sintética y
orina real, todos dentro del rango de 1-100 ug L.

Todas las soluciones patron, soluciones de trabajo, estandares de calibracion y
muestras de control de calidad se almacenaron a -80 °C hasta su uso.

3.2Recogiday conservaciéon de las muestras de orina

Para el desarrollo del método, se utiliza un mix de orina de adultos sanos, residentes en
Tarragona y no expuestos al humo de tabaco en sus hogares. Esta orina, se centrifugo
y guardé a -80 °C hasta su posterior utilizacién.

Los experimentos de rendimiento de la enzima B-Glucuronidasa/arilsulfatasa se
realizaron con una mezcla de la primera orina del dia de 5 nifios y 5 niflas de 9 a 11
afios, expuestos al humo de tabaco en el hogar, como control positivo de la presencia
en orina de la mayoria de los metabolitos estudiados. Estas muestras forman parte del
proyecto “ECHOES: Epigentic and metabolic alterations associated to early childhood
exposure to air pollution and its role in later life chronic disease” financiado por la
Fundacién La Caixa (LCF/PR/SR19/52540002) cuya investigadora principal es la Dra.
Noelia Ramirez.
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Las muestras se recogieron en cajas refrigeradas y se transportaron al laboratorio. Una
vez en el laboratorio, se realiz6 un uriandlisis a cada una (leucocitos, nitritos, proteina,
pH, sangre, densidad, cetona y glucosa) y luego se dividieron en alicuotas de 1 mL y se
almacenaron en tubos criogénicos a -80 °C hasta su posterior procesado.

3.3Preparacion de la muestra

La preparacion de la muestra se realizé mediante QUEChERS y Captiva, dopando a una
concentracion final de 50 ug L la Sigmatrix Urine Diluent, medio utilizado para la
evaluacion de las técnicas, a partir de las soluciones individuales a 1 mg L* de los
biomarcadores. La muestra de orina sintética se almacené -20 °C hasta su procesado.

Para comparar que técnica de preparacion ofrece mejores resultados en el tratamiento
de la muestra, se evaluaran los valores de recuperacion (%R) y efecto matriz (%ME)
obtenidos en la extraccion con orina sintética, relacionados mediante la recuperacion
aparente (%Rec. apa).

Trabajar en primer momento con orina sintética permite disponer de una matriz limpia
de otros analitos, en la cual los biomarcadores si estaran presentes ya que son afiadidos
a la matriz. Una vez optimizado el proceso de preparacién, se evaluara el uso de orina
sintética comparado con orina real, donde la matriz sera mas compleja ya que habra un
mayor numero de interferentes y no es seguro que se encuentren los biomarcadores,
ya sea por falta de exposicidén al contaminante, por degradacion o porque el compuesto
esta en concentraciones inferiores al limite de deteccion del método.

La recuperacién aparente se refiere a la fraccion de la sustancia objetivo que se
recupera especificamente en la etapa de preparacién de muestra. %R en un analisis
guimico se refiere a la medida en la que se puede recuperar una sustancia especifica
de una muestra a lo largo del proceso de analisis. Se utiliza para evaluar la eficiencia
del método de analisis y determinar si se pueden obtener resultados precisos y
confiables. Varios factores pueden afectar la recuperacion en un analisis quimico, como
las interacciones quimicas, las pérdidas durante la manipulacion de la muestra y la
presencia de impurezas o interferencias, entre otros. %R se calcul6 a partir de la formula
descrita en la Eq.1y EqQ.2:

Concentracion tedrica — concentracion spike al inicio
Eq.1: %R = — - * 100
concentracién teorica

Eq.2: %R = % Valor Rec.apa — % ME

El efecto matriz (%ME) se refiere a las interferencias causadas por los componentes
adicionales presentes en la muestra, que pueden afectar a la deteccién de los analitos
de interés. Esto puede llevar a una disminucion de la sensibilidad, precision y exactitud
de los resultados. %ME se calcul6 a partir de la formula descrita en la Eq.3:

Eq.3: %ME = %Valor de sefial absoluta — %Valor de sefial tedrico (100%)

Un valor de efecto matriz positivo indica un aumento de sefial cuando se analiza el
analito en la matriz. Mientras que un valor negativo implica que la sefial ha disminuido,
por lo que se encuentra suprimida por la matriz.
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3.3.1 QUEChERS

La muestra de orina se descongela en un bafio de hielo. Una vez descongelada, se
afiade en un tubo Falcon de 15 mL para centrifuga 1 mL de orinay 1 mL de ACN junto
a 50 L de clotianidina-ds a una concentraciéon de 1 mg L™, que actia como surrogate y
QA/QC. Se agita el tubo durante 1 minuto en un vértex. Una vez finalizada la agitacion,
se afiaden 0,50 g de sales QUEChERS del método CEN y se vuelve a agitar durante
otro minuto de forma vigorosa. Una vez mezclado, los tubos se centrifugan durante 5
minutos, a 3500 rpmy 4 °C (Fig. 2).

1 mL de la orina sintética descongelada
ORINA .
SINTETICA — Agitacién 1 min
3 f —

N\
) @
'Y J
Q

—r

Las muestras de orina deben 1mLACN
prepararse descongelandolas 50 pL Clot-d3a1mg L’ 0,50 g sales QUEChERS
en un bafio de hielo

3500 rpm, 4°C, 5 min

\ o
. ®
Y "S>
. : -‘ Fase Organica
Agitacién 1 min - :{aF se acuosa
0%’ F

Figura 2. Procedimiento de preparacion de la muestra mediante QUEChERS

Se recupera la fase organica, recogiendo 800 pL del sobrenadante. Dado que se
realizaron pruebas cony sin etapa de limpieza (clean up), el procedimiento de extraccion
se llevé a cabo de manera diferente. Para el proceso sin clean up, el procedimiento
acaba en este punto. En el caso de incluir clean up, se aflade el sobrenadante en otro
tubo que contiene 20 mg de sorbente (PSA o ZSEP) (Fig. 3). El tubo se agita
vigorosamente utilizando el vortex para asegurar una buena interaccidon entre los
analitos y el sorbente. Una vez agitado, los tubos se centrifugan de nuevo durante 5
minutos, a 3500 rpmy 4 °C.

Figura 3. Procedimiento de clean up de la muestra mediante d-SPE
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El sobrenadante se recupera con una micropipeta y se filtra utilizando una micro jeringa
y filtros de nylon de 0,22 um (Fig. 4). Finalmente, se toma una alicuota de 100 pL de los
extractos, con o sin clean up, y se deposita en otro vial con un insert de 100 pL de
capacidad, que se conserva a -80 °C hasta su posterior andlisis.

\

Recup. del
sobrenadante

3500 rpm, 4°C, 5 min

" Filtro con Nylon 0,22 pm

Figura 4. Recuperacion del sobrenadante limpio y filtrado de la muestra en un vial cromatografico.

3.3.2 Captiva

La muestra de orina se descongela en un bafio de hielo. Una vez descongelada, 1 mL
de la orina se deposita en un tubo Eppendorf y se afladen 50 pL de la soluciéon de
clotianidina-ds a 1 mg L. El tubo Eppendorf se mezcla vigorosamente en un vortex
durante 10 - 20 segundos, y luego se centrifuga a 3500 rpm, 5 minutos a 4 °C para
conseguir la homogeneidad de la muestra. Una vez centrifugado, se recogen 900 L de
sobrenadante y se transfieren a un filtro Captiva. Para inducir el paso de la orina a través
del filtro, se utiliza filtracién por fuerza centrifuga. El filtro se coloca dentro de un tubo
Falcon de 15 mL vy, al centrifugar (1 min, 3500 rpm, 4°C), se obliga a que la orina pase
a través del filtro, lo que permite extraer la muestra y retener parte de la matriz. La orina
filtrada queda recogida en el fondo del tubo Falcon. Se toman 95 pL de la orina filtrada
y se agregan a un vial que contiene un insert con capacidad para 100 pyL. Se afiaden 5
pL de MeOH para completar el volumen final de 100 pL con un 5% de MeOH. Todos los
extractos se almacenaron congelados a -80 °C hasta su andlisis. En la Fig. 5, se muestra
graficamente el procedimiento.

————
- 1mLdela /7 S 3500 rpm, 4°C, 5 min

orina sintética
dopada
\.
*‘\ ®
@D.

ORINA | |« -
SINTETICA | '] ‘ /

50 pL Clot-d3
almglL’

% uee’s

Las muestras de orina deben
prepararse descongelandolas
en un bafio de hielo

Agitacion 10-20 s =
= 3500 rpm, 4°C, 5 min
900 pL & A
/ \ |-

{
, 95 L + 5 pL MeOH

) - \ /
J - \\//

Figura 5. Procedimiento de preparacion de la muestra mediante Captiva
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3.3.3 R-Glucuronidasa/arilsulfatasa

La mezcla preparada a partir de la orina recolectada se dividié en 3 grupos: en el primero
de ellos no se afiadié enzima ni se incubd, de esta manera este grupo servird como
blanco y no habria ningun efecto de desconjugacion. En el siguiente grupo la muestra
seréa incubada overnight a 37 °C sin adicion de enzima. En el Ultimo grupo se afiadiran
10 uL de B-glucuronidasa/arilsulfatasa a = 2000 unidades/ mL por cada 1 mL de orina 'y
se dejara incubar la orina overnight a 37 °C. Esta prueba permite conocer la influencia
de la enzima en las condiciones evaluadas en el proceso de desglucuronizacion y
desulfatacion de los biomarcadores conjugados y ademas si el efecto de la incubacion
tiene un factor positivo 0 negativo sobre las condiciones cromatogréaficas en cuanto a
resolucién de los picos.

Experimentalmente, se mezclan 500 yL de cada una de las orinas y se lleva a la
centrifuga. Posteriormente, se cogen 1,5 mL de la orina y se traspasan a un tubo
Eppendorf, donde se realiza la adicion de 15 pL de enzima para conseguir 2000
unidades mL*y 75 uL de surrogate a 1 mg L* para dopar la muestra a 50 uyg mL™2. El
Eppendorf se introduce en la incubadora a 37 °C y se deja incubar overnight.

Una vez incubada la muestra, se retira de la incubadora y se realiza el procedimiento de
preparacion de la muestra con el método Captiva.

3.4Anélisis UHPLC-MS/MS

El andlisis cromatografico se llevé a cabo utilizando un Agilent UHPLC System 1290
Inifity 1l, acoplado a un detector de triple cuadrupolo Agilent 6490 (California, EUA). Se
realizaron andlisis con dos tipos diferentes de columnas, cuyos parametros
cromatograficos se encuentran definidos seguidamente: a) Acquity HILIC (150 x 2,1 mm
X 1,7 um) fases moviles de H-O 0,1% NH.Ac (fase A) y ACN 0,1% HCOOH (fase B),
con un programa de gradiente del siguiente modo: Se comenz6 con 0% A durante 2,0
min, se aumentd a 50% A hasta llegar al minuto 6. Luego la fase A disminuy6 al 0% en
0,20 min. El post-run se fij6 en 2,30 minutos. Flujo de 0,450 mL mint. b) Phenomenex
Kinetex C18 (100 x 2,2 mm X 1,7 um), fases moviles de H>O 0,1% HCOOH (fase A) y
MeOH (fase B). El programa de gradiente fue: Se comenz6 con un 5% B, que aumento
hasta 50% a los 3 minutos. Continué aumentando hasta el 80% a minuto 5. Alcanzé el
100% B a los 10 minutos y volvié en 0,50 minutos a las condiciones iniciales. El post-
run se fij6 en 1,5 minutos. Flujo de 0,3 mL min 1. En ambos casos la columna se mantuvo
a 35 °Cy el volumen de inyeccion fue de 5 L.

En cuanto a los pardmetros del triple cuadrupolo (QgQ), la fuente utilizada fue una fuente
de electrospray ESI en modo negativo. Tanto la fuente como los cuadrupolos se fijaron
a 250°C y 150°C, respectivamente. El resto de los pardmetros asociados a la fuente se
encuentran recogidos en la Tabla S2 del Anexo 3. La adquisicién de datos se realiz6 en
modo MRM, (Multiple Reaction Monitoring) en un rango de masas de 50-500 m/z. Las
transiciones de cada uno de los compuestos, asi como los tiempos de retencién y las
energias de colision se encuentran recogidas en la Tabla S3 del Anexo 4.
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3.5Garantiay control de calidad (QA/QC)

La clotianidina-ds ha sido utilizada como surrogate en la preparacion de muestras antes
del andlisis cromatogréafico. Su adicion tiene maltiples funciones importantes:

e Reproducibilidad: El surrogate se agrega para evaluar y monitorear la
consistencia de los resultados en diferentes analisis, permitiendo evaluar la
precision y variabilidad del método.

e Extraccion y purificacion: El surrogate se utiliza como indicador de la eficiencia
de la extraccion o purificacion, verificando la efectividad de los métodos
empleados.

e Control de calidad: El surrogate se agrega a las muestras o estandares para
evaluar la eficiencia del proceso de separacion y deteccién, asegurando la
fiabilidad y correcto funcionamiento del sistema de cromatografia.

Las cuantificaciones realizadas se llevaron a cabo a partir de la integracion de los picos
de la transicion cuantificadora de cada uno de los metabolitos e introduciendo el valor
de area obtenido en la recta de calibrado correspondiente. Como medida de
confirmacion de que el pico integrado corresponde al biomarcador, se utilizé el tiempo
de retencion y la ratio obtenida entre la sefial de la transicién cuantificadora y la
cualificadora como criterios de confirmacion.

Otra medida fue la adicién de patrones a concentracion conocida en las secuencias
realizadas, que servian de muestras de control asegurando el funcionamiento del
sistema de cromatografia. En caso de que el procedimiento fuese correcto, el patrén al
cuantificarse debia dar la concentracion a la cual se ha adicionado. En caso de
disminucion o aumento de la sefial, se podria aplicar un factor de correccién a las
muestras evaluadas.

Otro parametro de calidad fue la comprobacién a través de blancos de columna entre
sets de muestras para ver que no existia efecto memoria.
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4. Resultados y discusion

4.1Condiciones de determinacion cromatograficas
4.1.1 Optimizacién de las condiciones experimentales MS/MS

Para poder identificar las transiciones caracteristicas de cada uno de los biomarcadores
ambientales fue necesario inyectarlos 1 a 1 en una columna ciega a concentracion de 1
mg L en MeOH.

Para realizar la optimizacion, se utilizaron los parametros de la fuente de ionizacién
establecidos en el método desarrollado por el grupo TEM para la determinacion de
contaminantes derivados del humo del tabaco en pulseras de silicona. El nimero de
iones encontrados por compuesto fue muy bajo, resultando en que en algunos
compuestos no se obtenia ninguna transicion caracteristica o aquellas obtenidas tenian
una respuesta muy baja para ser una inyeccion realizada en solvente puro a 1 mg L™,
Se modificaron los parametros de la fuente de ionizacién, realizando ligeras
modificaciones a los parametros utilizados en Caballero-Casero et al., [17]. Esta
informacion estéa recogida en la Tabla S2 del Anexo 3.

Se detectaron en la gran mayoria de compuestos 3, 4 y hasta 5 transiciones
caracteristicas. En la Tabla 4 estan recogidos los parametros finales. Se eligieron como
transiciones de cuantificacion y cualificacion a la primera y segunda transicion mas
abundante, respectivamente. Ejemplos mostrados en Anexo 5.

La Tabla 2 muestra las condiciones experimentales aplicadas en UHPLC C18 ESI-.

Tabla 2. Parametros de optimizacién MS para la determinacién de biomarcadores. Condiciones C18 ESI-

NEGATIVE MODE
Biomarcadores Masa nominal Transiciones CE tR

150 Da Q 149 > 105 8

TGA g 149 > 61 8 1,46

TTMU 142 Da Q141> 97 4 2.41
q - -

MA 152 Da Q 151 > 107 4 2,65
q - -
179 Da Q178 > 134 8

HA q178 > 77 20 2,89
150 Da Q149> 77 4

PGA g 149 > 105 4 3,02
193 Da Q192> 91 12

2-MHA q 192 > 148 8 3,20
193 Da Q192 > 148 8

3-MHA () 192 > 91 16 3,70
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Q251> 251 0

Clot-ds 252 Da q 251 > 170 30 3,40
L B B
2-OHNaph 144 Da PEPER o 4,99
1-OHNaph 144 Da S 1e o 5,10
ow e omm s

Donde “Q” representa la transicién m/z mas abundante detectada por el sistema MS/MS que

servird como transiciéon cuantificadora y “q” es la siguiente transicion m/z mas abundante, que

sera aquella transicion cualificadora. En la columna a la derecha de las transiciones se indica la
Collision Energy (eV) obtenida en columna ciega obtenida para cada transicion.

El uso de las transiciones obtenidas experimentalmente queda respaldado por las
transiciones bibliograficas de los biomarcadores. En la Tabla S3 del Anexo 4 se incluyen
también las transiciones obtenidas a partir de la bibliografia en comparacion a las
obtenidas experimentalmente.

4.1.2 Optimizacion de las condiciones experimentales UHPLC

a) Columna HILIC

Al optimizar las condiciones de separacién utilizando la columna HILIC, no se encontré
bibliografia previa especifica para los biomarcadores seleccionados como punto de
partida. Por lo tanto, para la separacion de los compuestos se probaron diferentes
gradientes, partiendo de procedimientos ya establecidos por el grupo de investigacion.

El Gradiente 1 HILIC proviene de un estudio propio del grupo de investigacion TEM que
implicaba la determinacién de contaminantes derivados del humo del tabaco en pulseras
de silicona, con muy buenos resultados incluso a muy bajas concentraciones.

La fase movil estd compuesta por H,O 0,1% NHsAc (fase A) y por ACN 0,1% HCOOH
(fase B). Se establece a un flujo constante de 0,450 mL min, volumen de inyeccién de
5 pL y temperatura de la columna a 35 °C. La rampa de gradiente esta indicada en la
Tabla 3, junto al resto de gradientes evaluados.

Los resultados obtenidos revelan que las condiciones de separacion empleadas en el
gradiente cromatografico no son adecuadas para los compuestos analizados en este
estudio. MA, 1-OHNaph y 2-OHNaph no fueron detectados en MRM a alta concentracion
(1 y 10 mg LY. SPMA, PGA, TGA presentan picos muy anchos y desdoblados.
Tampoco se logro la separacion entre los picos de aguellos compuestos isbmeros como
el 2/3/4-MHA, que coeluian.

Se decidio realizar un cambio completo en el gradiente en lugar de intentar mejorar la
separacion cromatografica. El nuevo gradiente, Gradiente 2 HILIC, procede también de
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condiciones ya establecidas por el grupo de investigacion, esta vez en la determinacién
de neurotransmisores en orina. La composicion de la fase movil, la temperatura de la
columna y el flujo se mantienen en las mismas condiciones. El programa de gradiente
esta indicado en la Tabla 3. La Fig. 6 es el resultado de la aplicacion del Gradiente 2
HILIC a la misma muestra de 1 mg L™.

x10€ |-ESI MRM Frag=320.0v CF=0.000 DF=0,000 CID@&4.0 (141.0000 -> 57.0000) MEX_ALL_MRM_NTs_NEG_1_27042023.d
1.4
1,35

0 .
06070809 1 111213141516171819 2 212223242526272829 3 313233343536373839 4 414243444546474849 5
Counts vs. Acquisition Time (min)

Figura 6. MRM correspondiente a las transiciones de cuantificacion de los biomarcadores en el 2° gradiente

En este nuevo gradiente, los picos tienen mayor resolucion y es posible identificar a
todos los compuestos a 1 mg L. Pese a ello tiene limitaciones, muchos compuestos
Unicamente pueden ser identificados mediante una Unica transicion, otros coeluyen,
como PGA y TGA, aungue pueden ser identificados mediante una transiciéon de masas
caracteristica. Otra limitacion es que no es posible distinguir entre isémeros, por lo que
deben ser cuantificados conjuntamente, es el caso de 2/3/4-MHA y 1/2-OHNaph, tal y
como se muestra en la Fig. 7.
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Figura 7. Limitaciones Gradiente 2 HILIC. a) Transicion m/z 149 - 77 caracteristica de PGA que permite
diferenciarlo de TGA. b) 2/3/4-MHA coeluyendo. Transicion m/z 192 - 91 en rojo, transicion m/z
192 > 148 en verde. c¢) 1/2-OHNaph coeluyendo.

Pese a las limitaciones, como han sido detectados todos los compuestos, se realizaron
diferentes ajustes en el gradiente de elucion para conseguir la separacion de aquellos
compuestos isomeros, estas modificaciones corresponden al Gradiente 3 HILIC,
recogidas también en la Tabla 3.
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En estas condiciones evaluadas la separacion entre compuestos no mejoro. Las parejas
de compuestos PGA y TGA, 2/3/4-MHA y 1/2-OHNaph contindan coeluyendo. La
definicion del resto de picos es peor respecto al Gradiente 2 HILIC. Se descartaron los
cambios aplicados.

Tabla 3. Gradientes utilizados en el desarrollo de la separacion cromatogréafica. Condiciones HILIC
Tiempo Gradiente 1 Tiempo Gradiente 2 Tiempo Gradiente 3

(min)  FaseA FaseB (Mmin) FaseA FaseB (Min) FaseA FaseB
0,00 5% 95% 0,00 0% 100% 0,00 0% 100%
1,50 5% 95% 2,00 0% 100% 2,00 0% 100%
1,55 30% 70% 6,00 50% 50% 3,00 30% 70%
2,80 30% 70% 6,20 0% 100% 6,00 50% 50%
5,00 40% 60% 9,50 0% 100% 6,20 0% 100%
5,10 5% 95% 9,50 0% 100%
10,00 5% 95%

La Tabla 4. Recoge los tiempos de retencion obtenidos en las condiciones finales
utilizadas para la separacion de los biomarcadores en HILIC, Gradiente 2 HILIC.

Tabla 4. Tiempos de retencién de los biomarcadores en condiciones Gradiente 2 HILIC

Biomarcadores (r:i?n)
1/2-OHNaph 0,87
1-OHPy 1,18
TTMU 1,32

MA 1,37
2/3/4-MHA 1,49
HA 1,51
SPMA 1,82
TGA 3,03

PGA 3,04

b) Columna C18

Para llevar a cabo la separacion de los biomarcadores ambientales en fase reversa, se
tomé como punto de partida el método utilizado por Covaci et al., [19], para la
identificacion de contaminantes emergentes en orina, al cual se le realizaron algunas
modificaciones. Uno de los cambios fue la eleccién de la fase mavil.

En el articulo citado, se utiliza una fase movil acuosa de H>O con 5 mM de NH4Ac para
favorecer la ionizacion de los compuestos que se ionizan en forma negativa.
Experimentalmente se evalu6 el efecto de esta fase mévil en los biomarcadores, y se
comparoé la resolucion y la respuesta contra H-O con 0,1% FA.

La adicioén de &cidos, como el FA, puede suprimir la ionizaciébn en modo negativo, los
compuestos débilmente &cidos pueden no formar [M-H]" en condiciones acidas.
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Experimentalmente se ha observado que al utilizar H.O con 5 mM de NH4Ac la sefial de
1-OHNaph, 2-OHNaph y 1-OHPy aumenta en comparacion a la obtenida al utilizar H,O
con 0,1% FA. En cambio, el resto de biomarcadores ve disminuida su sefial.

En la Fig. 8 se muestra el MRM correspondiente a las transiciones cuantificadoras de
1-OHNaph, 2-OHNaph y 1-OHPy. En azul se muestra la fase mévil HO con 5 mM de
NH4Ac, en verde H>O con 0,1% FA.
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Figura 8. a) MRM transicion m/z 143 = 143. El pico de izquierda corresponde al 2-OHNaph, el pico de la
derecha a 1-OHNaph b) MRM transicién m/z 217 = 189, corresponde a 1-OHPy.

En la Fig. 9 se muestran algunos MRM del resto de biomarcadores que ven aumentada
su sefial cuando en la fase mévil se ha agregado 0,1% FA. La definicion del pico no
varia, estando perfectamente definidos independientemente del aditivo de la fase movil.
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Figura 9. Comparativa entre los aditivos afiadidos a la fase acuosa. a) HA b) 2-MHA y 3/4-MHA ¢) SPMA

Debido a que la mayoria de biomarcadores tiene un mayor factor respuesta en H.O con
0,1% FA se decidi6 optar por esta fase movil como la fase acuosa del método.
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Una vez escogida la fase mévil y los aditivos se optimiz6 el gradiente de separacion. El
gradiente inicial, Gradiente 1 C18, fue escogido a partir de la bibliografia [19], la fase
movil se establecié a un flujo constante de 0,3 mL min, el volumen de inyeccién a 5 uL
y la temperatura de la columna a 35 °C. El gradiente de separacion se muestra en la
Tabla 5.

A diferencia de lo que ocurria en condiciones HILIC, ha sido posible identificar todos los
compuestos y poder separarlos. La definicion de pico es buena, consiguiendo la
separacion entre los isomeros 2-MHA y 3/4-MHA, y entre 1-OHNaph y 2-OHNaph como
se muestra en el XIC de la Fig. 10.
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Figura 10. Separacion cromatografica de los isémeros 2-MHA de 3/4-MHA y 1-OHNaph de 2-OHNaph.
Patron 10 mg L

Se intentd mejorar la separacion los picos, Gradiente 2 C18. Se disminuyé la fuerza de
elucién de la fase mévil en los primeros minutos, reduciendo B a 1 % y manteniéndolo
3 minutos. El cromatograma representado por el XIC de las transiciones cuantificadoras
de la Fig. 11 muestra el resultado del cambio. Este resultado no es satisfactorio. El
tiempo de retencién aumenta en todos los compuestos debido a una disminucién en la
fuerza de elucion de la fase movil, lo que resulta en una mayor separacién entre los
picos, pero en este gradiente empeora la definicion de los primeros picos, obteniendo
picos desdoblados y mal definidos a alta concentracién, 10 mg L™
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Figura 11. XIC correspondiente al Gradiente 2 C18. Patrén 10 mg L*
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En un dltimo intento por mejorar la optimizacién cromatogréafica se decidio acortar el
tiempo de andlisis, del primer gradiente evaluado. Este nuevo cambio se denomina
Gradiente 3 C18. El ultimo de los compuestos objetivo (1-OHPYy) eluye en el Gradiente
1 C18 a 6,24 minutos, por lo que se decidi6 mantener la misma rampa hasta el minuto

5 y una vez pasado ese tiempo aumentar de forma mas pronunciada el %B.

El MRM de la Fig. 12 corresponde al cromatograma con el Gradiente 3 C18. Con esta
rampa, se ha acortado el tiempo de analisis. Los tiempos de retencién de los
biomarcadores no se han visto modificados.
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Figura 12. Cromatograma MRM del Gradiente 3 C18, condiciones finales. Patrén 10 mg L

En la Tabla 5. se muestran los 3 gradientes evaluados en la optimizacion de la
separacion cromatografica en C18.

Tabla 5. Gradientes utilizados en el desarrollo de la separacion cromatogréfica. Condiciones C18.

Tiempo Gradiente 1 Tiempo Gradiente 2 Tiempo Gradiente 3
(Min)  FaseA FaseB (MiN)  FaseA FaseB (MiN)  FaseA FaseB
0,00 95% 5% 0,00 99% 1% 0,00 95% 5%
3,00 50% 50% 2,00 99% 1% 3,00 50% 50%
5,00 20% 80% 5,00 50% 50% 5,00 20% 80%
16,00 0% 100% 16,00 0% 100% 10,00 0% 100%
16,50 95% 5% 16,50 99% 1% 10,50 95% 5%
18,00 95% 5% 18,00 99% 1% 12,00 95% 5%

En la Tabla 6. se muestran los picos resultantes para cada uno de los compuestos en
HILIC y en C18 a 100 ug L* en el gradiente optimizado para cada modo.
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Tabla 6. Cromatogramas individuales de los biomarcadores en H20 a 100 uyg L-* en HILIC y C18

Biomarcador
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3/4-MHA
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El area de integracién correspondiente a la sefial del compuesto estd marcada en color verde.

La fase escogida para la determinacion de los biomarcadores fue C18. Mediante la
utilizacién de fase reversa C18, se consiguen picos con mayor resolucién, detectando
todos los compuestos incluso a concentraciones bajas. Es posible la separacion
cromatografica entre los biomarcadores, lo que permite la determinacién por separado
de 2-MHA y 3/4-MHA y 1-OHNaph de 2-OHNaph. Ademas, la transicion de cualificacion
también puede ser detectada y cuantificada incluso a bajas concentraciones,
manteniendo la ratio de fragmentacion tanto a alta como a baja concentracion. Por estos
resultados experimentales C18 es escogida en vez de HILIC como fase para la
determinacion de biomarcadores de exposicion en orina.

26



4.2Condiciones de determinacion de preparacion de la muestra

Previo al inicio de la parte experimental relativa a la extraccién de los compuestos, se
realizé un estudio bibliografico del cual se extrajeron las técnicas mas habituales para
la determinacion de estos compuestos en orina. Tal y como se ha comentado en la
introduccion, la extraccion liquido-liquido (LLE), Dilute & Shoot, QUEChERS, Solid-
Phase Extraction (SPE) y Captiva, destacan por su amplio uso. En el caso de la
extraccion liquido-liquido, esta fue descartada debido a la posible formacion de
emulsiones, la baja cinética de extraccion y el volumen y precio de los solventes. En
cuanto a Dilute & Shoot, presenta las ventajas de tener una aplicacion rapida y sencilla,
el consumo de disolvente es relativamente bajo y se diluye la matriz. Pero, a la hora de
plantear el procedimiento surgieron los primeros problemas. Si bien es cierto que al diluir
la muestra de orina se diluyen los compuestos que forman la matriz, esto aumentara los
limites de deteccion del método ya que también se diluyen los metabolitos de interés,
aumentando el riesgo de perder los biomarcadores de interés que se encuentran a
concentraciones muy bajas, factor que limita que la muestra no pueda diluirse en
exceso. En el otro extremo, una muestra poco diluida comportaria inyectar en el
cromatégrafo una muestra muy sucia, disminuyendo la vida util del equipo, de la
columna, pudiendo ocasionar la aparicion de efecto memoria, etc.

Estas hipotesis planteadas a la hora de desarrollar la extraccion quedan respaldadas
por la bibliografia, en Plassman et al., [25], donde se analizan contaminantes
atmosféricos en orina, la muestra es diluida afiadiendo un 10% de MeOH al
sobrenadante obtenido del proceso de centrifugacion. En este caso, una gran fraccién
de compuestos no pudo ser detectada a ninguno de los niveles a los que doparon las
muestras debido al gran efecto matriz. Otras fuentes, donde la matriz es orina, reportan
también problemas en la deteccibn de compuestos, incluso cuando han sido poco
diluidos. En el articulo de Da-Hye Kim et al., [16], realizan una dilucién 1:1 v/v orina:ACN,
pese a haber diluido poco no llegan a detectar ni siquiera la mitad de sus compuestos
objetivo, por lo que se espera que esta tendencia se agrave cuanto mas diluida esté la
muestra, detectando un menor nidmero de analitos.

Ante estos motivos, se eligieron QUEChERS y CAPTIVA como las técnicas a evaluar
durante el desarrollo del método.

4.2.1 Parametros de evaluacion de las técnicas de preparacion

Como se ha explicado previamente en la presentacién de la eleccion de técnicas de
preparacion de muestra, se evaluara la eficiencia de estas técnicas en términos de
recuperacion y efecto matriz. Para poder evaluar estos términos fue necesario construir
rectas de calibrado en el medio adecuado. El rango de las rectas fue de 1-100 ug L™
En el caso de QUEChERS, al estar los biomarcadores en ACN, se construyeron rectas
de calibrado utilizando ese mismo solvente, mientras que en el caso de Captiva las
rectas se construyeron en H.O 5% MeOH, que son las condiciones iniciales de la fase
movil. El gradiente de separacion utilizado para la evaluacién es el Gradiente 3 C18.

Respecto a la recta de calibrado en H>.O 5% MeOH, en el caso de TGA, 2-OHNaph y
1-OHNaph no ha sido posible detectar los compuestos a menos de 50 g L. En el caso
de MA a menos de 25 ug L. El resto de los compuestos han sido detectados en el
rango evaluado, con un R? superior a 0,99.
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En el caso de las rectas en ACN, TGA, 2-OHNaph, 1-OHNaph y MA presentan también
problemas de deteccion a menos de 50 pg L. Es resto de compuestos si han sido
detectados en el rango evaluado. El R? de las rectas en ACN es inferior al obtenido en
las rectas de calibrado en H20 5% MeOH.

Los valores obtenidos de area de cada una de las inyecciones se cuantificaron
introduciendo el valor de area del analito obtenido como respuesta en la ecuacién de la
recta correspondiente. Al disponer de 5 réplicas por cada inyeccion, el procedimiento se
repitio por quintuplicado, se obtuvo la media de las réplicas y se cuantifico la desviacion
estandar relativa de los valores de concentracion (%RSD).

4.2.2 QUEChERS

Antes de iniciar experimentalmente la preparacion de la muestra se planificaron
bibliograficamente las diferentes variables experimentales del procedimiento, detalladas
en la siguiente lista:

1. Cantidad de muestra

2. Proporcién muestra: solvente de extraccion
3. Tipo de salesy cantidad

4. Tipo y cantidad de fase sélida dispersa

Estas variables se seleccionaron y ajustaron para asegurar una extraccion eficiente y
reproducible, maximizando la recuperacion de los compuestos de interés y minimizando
cualquier posible interferencia o contaminacion durante el proceso.

Cabe recalcar que en el caso de QUEChERS los biomarcadores quedan retenidos en la
fase organica, lo que implicara que, a la hora de realizar la cuantificacion de los
biomarcadores mediante rectas de calibrado, estas deban prepararse en el solvente
utilizado para la preparacion de muestra, que es el acetonitrilo.

Se consultd la bibliografia, especificamente el estudio de Baduel et al., [18]. En el
articulo se detalla que una relacion de 1:1 entre el volumen de muestra y el disolvente
ACN es efectiva. Por lo tanto, respecto al primer y segundo punto de la lista de variables,
se decidio utilizar 1 mL de orina en relacion 1:1 v/iv con el ACN.

La 32 variable, el tipo de sales y la cantidad utilizada en la extraccion, fue también un
pardmetro establecido por el método consultado. En el estudio de Baduel et al., [18], se
utiliza un mix de 1,5 gramos de sales (1,2 gramos de MgS0O4 y 0,3 gramos de NacCl) por
cada 3 gramos de muestra biolégica animal (leche de vaca). Dado que el método que
se esta desarrollando utiliza 1 mL de muestra, la cantidad de sales a agregar es de 0,5
gramos. El tipo de sales son las validadas por la European Committee for
standardization (CEN) como el método estandar EN 15662 [26].

La 42 variable es la optimizacion del proceso de clean up, en la que se evaluaron tres
tipos de variantes. En el primer grupo, las muestras no recibieron limpieza adicional, por
lo que después de la extraccion, se filtraron utilizando filtros de nylon de 0,22 um y se
almacenaron en viales. En el siguiente grupo, se utiliz6 PSA (Primary Secondary Amine)
como sorbente, se trata de un sorbente de intercambio anionico débil utilizado para
extraer acidos fuertes y compuestos poliacidos de muestras acuosas. El tercer y ultimo
grupo lo conforman aquellas réplicas en las cuales el sorbente utilizado es ZSEP. El
sorbente estad compuesto por particulas de silice recubiertas con una capa de dioxido
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de zirconio. El material de didxido de zirconio ha demostrado ser un buen adsorbente
para &cidos carboxilicos derivados de &cidos grasos debido a las interacciones acido-
base de Lewis, como por ejemplo para la cuantificacién de residuos de plaguicidas en
distintos aceites vegetales [27].

Una vez escogido el tipo de sorbente, se determiné la cantidad de sorbente en 20 mg,
cantidad respaldada por la literatura, Plassmann et al., [25]. En el articulo mencionado,
se utilizan 125 mg de PSA por cada 5 mL de sobrenadante. En nuestro caso, el
sobrenadante destinado al proceso de limpieza es de 800 pL, por lo tanto, la cantidad
de sorbente requerida para mantener la proporcién es 0,20 mg.

Experimentalmente, se evaluaron %R y %ME del proceso de extraccion por QUEChERS
sin clean up, con PSA y con ZSEP. Se realizaron las extracciones por quintuplicado por
cada uno de los experimentos. Es decir, hay 5 réplicas destinadas a evaluar %R en
PSA, otras 5 en Z-SEP y 5 mas sin recibir clean up, y la misma cantidad para evaluar
%ME (un total de 30 extracciones).

En aquellas réplicas destinadas a evaluar el %R, la adicion de los biomarcadores se
realizé al principio del procedimiento de preparacion de muestra. En el caso de %ME se
adicionaron al final de la extraccién. Por otra parte, para los blancos de muestra se
seleccion6 una alicuota sin dopar. En todas las réplicas se afadi6 el surrogate a
50 ug L. El procedimiento se muestra de manera esquematizada en la Fig. 13.
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Figura 13. Procedimiento de adicion de los biomarcadores a la muestra para la evaluacion de %R y %ME

Los resultados obtenidos a partir de la cuantificacion en la recta de calibrado se
muestran en la Tabla S4 del Anexo 6. Las Fig. 14 y 15 muestran de forma gréfica los
valores de %R y %ME respectivamente obtenidos para cada uno de los biomarcadores.
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Figura 14. Resultados del procedimiento de extracciéon QUEChERS. Valores de %R
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Figura 15. Resultados del procedimiento de extraccion QUEChERS. Valores de %ME

Los resultados en términos de recuperacion son bajos tanto en PSA, ZSEP y no
realizando clean up. No realizar etapa de clean up provoca que la recuperacién de 10
de los 12 metabolitos sea nula. La inclusion de d-SPE mejora drasticamente esos
valores, pudiendo detectar 9 de 12. En los metabolitos detectados, el rango de
recuperacion se sitlla en 23-111% para ZSEP y 26-111% para PSA, aunque la mayoria
de ellos no supera el 60%.

Una de las posibles causas por las que no se obtiene buena recuperacion podria ser
debido a la baja migraciéon de los biomarcadores hacia la fase organica. Aquellos
compuestos con un valor log P mayor, 2-OHNaph, 1-OHNaph y 1-OHPy, son los que
muestran mejores datos. Ademas, compuestos como TTMU y MA, que tienen un 4y 0%
de recuperacién respectivamente, pero ven aumentada su sefial cuando se evalla el
efecto matriz, deben estar quedandose retenidos por el sorbente.

En cuanto al %ME, aquellas muestras que si han recibido clean up muestran unos
valores pequefios. Si bien es cierto que TGA y TTMU se ven muy afectadas por el ME,
esto podria explicarse a partir del tiempo de elucién, ya que eluyen a tiempo muy
cercano al tiempo muerto, junto a los compuestos que no se han retenido en la columna,
y esto provocaria supresion de la sefial en el caso de TGA y aumento de sefial para
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TTMU. El resto de los compuestos se sitla en -49-36% en el caso de PSA, a excepcion
de 1-OHPy, donde el valor de supresién es del 76% vy, -26-44% en ZSEP.

En aquellas muestras que no han sido tratadas con etapa de clean up, el valor de efecto
matriz estd entre -61-35%, a excepcion de TGA y MA donde es de -100%, lo que
demuestra que una limpieza de la muestra ayuda a reducir el %ME en cada
biomarcador.

Debido a las bajas recuperaciones generales y gran efecto matriz en algunos casos
como TGA, TTMU y MA, el uso de QUEChERS en las condiciones de tratamiento
propuestas no es 6ptimo en ninguna de las 3 variables evaluadas para la determinacion
de los biomarcadores.

4.2.3 CAPTIVA

Para el procedimiento de preparacion de la muestra con filtros Captiva se ha adaptado
el método utilizado por Caballero-Casero et al., [17], en muestras de orina, que a su vez
es una adaptacion del método utilizado por Baduel et al., [18], en muestras de pescados
y leche.

Para evaluar la recuperacion y el efecto matriz en Captiva se realizd6 un quintuplicado
por cada una de las muestras. De manera que, hay 5 réplicas destinadas a evaluar %R
y otras 5 para evaluar %ME. Dando un total de 10 extracciones.

En este caso los biomarcadores se encuentran en la fase acuosa, por lo que la
cuantificacion se realiz6 mediante rectas de calibrado usando como solvente H.O
LC-MS dopada a concentraciones conocidas.

Los resultados obtenidos a partir de la cuantificacion en la recta de calibrado se
muestran en la Tabla S4 del Anexo 6. La Fig. 16 muestra de forma gréfica los valores
de %R y %ME:

Captiva
260% m %R

%ME Enh/Sup
220%
180%

140%

100%
60%
20% L I

-20%

PORCENTAJE DE R Y ME

TTMU 2-MHA 3/4-MHA SPMA 2- OHNaph 1-OHNaph  1-OHPy
Figura 16. Gréfica con los valores de %R y %ME obtenidos para cada uno de los biomarcadores
Los resultados obtenidos mediante extraccion por filtros Captiva arrojan valores muy
positivos en comparacion a los obtenidos mediante QUEChERS. Mediante Captiva han

podido ser identificados los 12 biomarcadores, en valores de recuperacion que se sitian
entre el 62-89%, excepto en el caso de HA y 1-OHPy.
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En el caso de HA, el gran valor de 242% podria deberse a una interferencia. En el caso
del 1-OHPYy el valor de recuperacion es muy bajo, 9%. Debido a que su factor respuesta
es muy alto, como se ha podido ver experimentalmente, se ha decidido no modificar el
proceso de preparacion de muestra, ya que su cuantificacién no se vera gravemente
afectada en el rango de concentracion establecido para la calibracion.

En términos de efecto matriz, de igual forma que ocurria en QUEChERS, el compuesto
mas afectado es TGA, probablemente por su cercania al tempo muerto de la columna.
El resto de los compuestos tiene un %ME situado entre -12-29%, valores bajos en lo
relativo a cromatografia de liquidos.

En conclusion, los resultados respecto a la evaluaciéon del %ME y %R son mejores en
Captiva, consiguiendo ademas detectar todos y cada uno de los compuestos. Por estos
motivos, Captiva fue seleccionada como etapa de preparaciéon de muestra para la
determinacion de los biomarcadores en UHPLC-MS/MS.

4.2.4 [3-Glucuronidasa/arilsulfatasa

Como se ha comentado con anterioridad, “los experimentos de rendimiento de la enzima
B-Glucuronidasa/arilsulfatasa se realizaron con una mezcla de la primera orina del dia
de 5 nifios y 5 nifias de 9 a 11 afios, expuestos al humo de tabaco en el hogar, como
control positivo de la presencia en orina de la mayoria de los metabolitos estudiados.”

La recta de calibrado se realizé a partir de orinas de adulto que no estaban expuestos
al humo del tabaco. Se prepararon afadiendo los biomarcadores en el rango de
calibrado, 1-10-50-75-100 ug L y el surrogate a 50 pg L en todos ellos.

En cuanto a los parametros de calidad de la recta, todos los compuestos han sido
detectados en el rango de concentracion evaluados, a excepcion de 2-OHNaph y 1-
OHNaph, debido a la falta de sensibilidad de esos compuestos. R? es superior a 0,98
en todos los compuestos a excepcion de MA (0,9759), y 1-OHNaph (0,9569).

Los resultados obtenidos mediante la adicion de la enzima en las condiciones
mencionadas en muestras de orina de nifios expuestos a contaminacién se muestran
en la Fig. 17.
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Figura 17. Cuantificacién de la evaluacion de la adicion de B-Glucuronidasa/arilsulfatasa
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En esta grafica se puede comprobar como no existe una tendencia Unica respecto a la
cuantificacion de los biomarcadores cuando se desconjugan los enlaces glucurénidos.
Los biomarcadores TGA, TTMU, MA y 3/4-MHA ven aumentada la concentraciéon
cuando se incuba o se adiciona la enzima y se incuba. Contrariamente, PGA ve
disminuida la cuantificacion en esos casos. En el caso de 2-OHNaph, los mejores
resultados se consiguen cuando se incuba la muestra, y los peores cuando se ha
adicionado la enzima.

El resto de biomarcadores han sido detectados en la muestra, pero se encuentran fuera
de los limites de deteccioén, por lo que no es posible dar un valor de concentracion.
SPMA, HA, 2-MHA y 1-OHPy se encuentran por debajo del limite de deteccion y 1-
OHNaph se encuentra por encima del limite de deteccion.

En la Fig. 18 se muestran los cromatogramas solapados de las transiciones de
cuantificacion de diferentes biomarcadores. El cromatograma en azul pertenece al grupo
de muestras que no ha recibido tratamiento, en rojo cuando Unicamente ha habido
incubacion, y el verde para aquellas donde se ha adicionado la enzima y se ha incubado.
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Figura 18. Evaluacion de la adicién de B-Glucuronidasa/arilsulfatasa

En los cromatogramas se puede ver de forma gréfica los datos mostrados en el grafico
de barras de la Fig. 17. La primera imagen pertenece a los biomarcadores 2-OHNaph y
1-OHNaph. En el caso de 2-OHNaph, el 4rea es mayor cuando la muestra ha sido
Unicamente incubada, mientras que cuando se le ha adicionado enzima ese valor ha
disminuido. 1-OHNaph se ve favorecido por la incubacién y por la adicién de enzima.

Ocurre lo mismo con TTMU, el proceso de incubacion y el de incubacién + adicion de
enzima favorecen a la cuantificacion, dado que se esta produciendo la
desglucuronizacién de la fraccién del biomarcador que se encuentra conjugada. En este
caso no hay diferencias significativas entre solo incubar o incubar y agregar enzima.

En la Gltima imagen, perteneciente a la transicion de cuantificacion de PGA, la sefial se
ve empeorada cuando se realiza la adicién de la enzima y/o se incuba la muestra.

En cuanto a la forma de los picos, se mantiene igual en los 3 sets de muestras, aunque
parece que en el caso del 2-OHNaph ayuda a definirlo. Debido a los resultados
obtenidos, la adicién ni mejora ni empeora sustancialmente la definicion del pico ni la
cuantificacion, por lo que no ayuda a detectar aquellos compuestos como SPMA, HA,
2-MHA y 1-OHPy, que si estan presentes en la muestra.

Debido a esto, se puede concluir que en el caso concreto de los biomarcadores
evaluados la adicién de B-Glucuronidasa/arilsulfatasa en las condiciones establecidas
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no tiene un efecto significativo que respalde la adicibn o no de la enzima en la
preparacion de la muestra. Seria necesario realizar mas pruebas variando el tiempo de
incubacion, la cantidad de enzima afiadida (N.° de unidades mL™), etc.

4 3Parametros de calidad del método

Limites de deteccién instrumentales

Se investigd el rendimiento analitico del método estableciendo el rango lineal de cada
compuesto, los limites de deteccién (LOD) y los limites de cuantificacién (LOQ).

Los limites de deteccion instrumentales se evaluaron en H,O al 5 % de MeOH y en ACN,
debido a que el solvente utilizado para Captiva es orina al 5 % de MeOH y en
QUECHhERS el solvente al qgue migran los analitos es ACN. Se prepararon soluciones
concentradas a 1-5-10-25-100-500 ng L y 1-5-10-25-50-100 pg L* en H.O 5% MeOH
y 1-10-100 ng L* y 1-10-100 pg L' en ACN. Resultados en la Tabla 7.

Tabla 7. Limites de deteccién instrumentales

Biomarcadores LODs H20 LODs ACN
TGA 50 ng L 10 pug L?
TTMU 100 ng L? 10 pg L
MA luglL? 10 pug L?
HA 50ngL? 10 pg L
PGA 50 ng L? luglL?
2-MHA 10ng L? 100 ng L™?
3/4-MHA 10ng L? 100 ng L™?
SPMA 50 ng L? 100 ng L™?
2-OHNaph luglL? 10pugL?
1-OHNaph luglL? 10pugL?
1-OHPy 100 ng L? luglL?

Evaluacion del solvente del vial

Se llevé a cabo una comparacién entre la inyeccién de los analitos en ACN y en H,0 al
5% de MeOH en fase reversa C18. El objetivo de esta comparacion fue evaluar si
existian diferencias significativas en la forma de los picos de los biomarcadores entre
ambos solventes.

En la Fig. 19 se muestran los resultados. En azul esta representado el cromatograma
de la muestra de los biomarcadores en H,O, mientras que en rosa los biomarcadores
estaban en ACN.
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Figura 19. Variacion de la forma de los picos en funcion del disolvente de inyeccion. Concentracion de
inyeccién a 100 pg L.

Se encontraron diferencias significativas entre la inyeccion en ACN y en H,O 5% MeOH,
obteniendo una mejor definicién y altura de pico cuando el solvente es el mismo que la
fase mévil inicial (en el caso de C18, la fase mévil es H20 0.1% HCOOH (fase A) y
MeOH (fase B)), a excepcion de MA, 1-OHPy, 1-OHNaph y 2-OHNaph. Esto explicaria
el hecho de que los limites instrumentales en ACN sean mas altos, y R? de las rectas
en ACN sea menor.

Comparabilidad entre matrices

Se realizaron rectas de calibrado en orina sintética y orina real para comparar si las
rectas obtenidas en cada matriz resultaban equivalentes entre ellas, simplificando el
procedimiento de calibrado o si la matriz modifica la respuesta. En la Fig.20 se muestran
algunos ejemplos. El rango de linealidad se estudi6 entre 1-100 ug L™.
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Figura 20. Comparativa de pendiente y ordenada de rectas. 3/4-

Concentracion (ug L)
MHA y TGA en orina y orina sintética

Las rectas realizadas en orina sintética y orina real no son comparables ya que no tienen
una relacion definida entre si como es el caso de no tener pendientes equivalentes. Esto
implica que sea necesaria la calibracién mediante rectas de orina real, ya que la matriz
compleja de la orina provoca mayor %ME, lo que afectard también a la recuperacion
final de los biomarcadores.
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4.4Perspectivas para el desarrollo futuro del método

Después de obtener resultados favorables de recuperaciébn en la orina sintética
mediante la extraccién con Captiva, se prob6 a realizar rectas en orina real y cuantificar
muestras reales. Una vez elaboradas las rectas, los resultados arrojaron que no eran
comparables, teniendo las rectas de orina real unas pendientes mucho menores,
indicativo de un mayor efecto matriz. Este percance llevé a redefinir el plan de trabajo.

En primer lugar, para continuar con el desarrollo del método se deberian volver a realizar
de nuevo las extracciones con orina real y evaluar el efecto matriz y la recuperacion de
los metabolitos. Una vez obtenidos esos parametros, seria posible cuantificar los
analitos en las respectivas rectas de calibracién y aplicar el %R y %ME para conocer la
cantidad real de cada metabolito en muestra.

Otra alternativa posible seria implementar la técnica de "matrix match calibration " para
la cuantificacibn en muestras de orina real. Al utilizar Captiva para la extraccion, la
muestra solo pasa a través de un filtro lo que explicaria el valor tan dispar de efecto
matriz obtenido en muestras reales comparadas con orina sintética. Debido al buen
resultado obtenido en términos de recuperacion en todos los compuestos mediante orina
sintética, se podria valorar evitar la repeticién de los experimentos de optimizacion con
orina real optando por aplicar matrix match calibration, que consiste en preparar una
serie de estandares de calibracion en la misma matriz que en la que se encuentran los
analitos de interés en la muestra real. Al utilizar la misma matriz, los efectos de la matriz
en la respuesta del instrumento se tienen en cuenta durante la calibracion.

En segundo término, se realizaria la validacion del método. Para validar el método en
las condiciones reales de andlisis sera necesario realizar un blanco con orina para
conocer la concentracién de los metabolitos en muestra y posteriormente en esa misma
muestra realizar la recta de calibrado en el rango de concentracién esperada de los
metabolitos en muestra real. En caso de que el compuesto no esté en la orina, el limite
de deteccién (LOD) sera el limite instrumental determinado de forma experimental, y el
limite de cuantificacion (LOQ) sera el punto de concentracién mas baja de la recta de
calibrado mediante matrix match calibration. Si el compuesto si esté en la orina utilizada
para la validacion, el LOD serd la sefial obtenida en el blanco mas tres veces la
desviacion estandar obtenida en las inyecciones realizadas por triplicado, como minimo.
El LOQ seria el punto de concentracibn mas baja de la recta de calibrado mediante
matrix match calibration. Finalmente, se evaluaria la repetibilidad (“intra-day”) y la
reproducibilidad (“inter-day”).

Una vez desarrollado completamente y validado, el método se aplicara a una cohorte
pediatrica de un gran nimero de muestras, separadas en tres grupos en funcién de la
exposicion. El primer grupo lo integraran aquellas muestras procedentes de orina de
nifos entre 8-10 afios no expuestos a la contaminacién, en el segundo grupo las de
aquellos que son residentes en el Poligono Sud y en el tercer grupo los que residen en
el Poligono Norte. De esta manera, se dispondra de un gran nimero de muestras, un
método optimizado y validado, que podria arrojar datos fiables y veraces sobre los
niveles de exposicién a los que se ven afectadas personas de corta edad en funcién de
la ubicacion geogréfica donde residen.
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5. Conclusiones

En este trabajo se ha desarrollado parcialmente un método analitico para la
determinaciéon de biomarcadores de exposicion a contaminantes atmosféricos en
muestras de orina utilizando HPLC-MS/MS.

Se evaluo la separacion de los biomarcadores en fase normal HILIC y fase reversa C18.
En ambas se parti6 de un método bibliogréafico y se fueron realizando modificaciones
hasta conseguir la optimizacién de la fase mévil y sus aditivos, el gradiente de
separacion y los parametros de la fuente de ionizacion. El método ha demostrado ser
rapido, sensible y selectivo para la determinacion de biomarcadores. Se obtiene una
separacion cromatografica en 10 minutos, con picos definidos y con gran resolucion.

En cuanto a las técnicas de tratamiento de muestra, se ha desarrollado una comparativa
bibliografica Liquid-Liquid Extraction, Dilute & Shoot, QUEChERS, Solid-Phase
Extraction (SPE) y Captiva, permitiendo escoger la técnica mas adecuada para la
determinacién de los biomarcadores. Experimentalmente se planificé la preparacion de
muestras de orina sintética dopada con los biomarcadores mediante QUEChERS y
Captiva. El método QUEChERS integré una etapa de limpieza evaluando la extraccién
mediante los sorbentes ZSEP y PSA. Los resultados obtenidos mostraron que Captiva
tenia valores mayores de %R y menores en %ME comparados con QUEChERS en sus
distintas variantes evaluadas, factor por el cual fue seleccionada como la técnica de
preparacion de muestra del método.

Mediante muestras de orina real se ha podido examinar el efecto de la enzima B-
Glucuronidasa/arilsulfatasa en el proceso de desglucuronizacion y desulfatacion de los
biomarcadores conjugados. En las condiciones en las cuales se realizaron los
experimentos, no ha podido determinarse que la adicién o no de la enzima ayude en el
proceso de determinacién de los biomarcadores objetivo, ya que no mejora ni la
definicion de los picos ni la cuantificacion.

Se ha comprobado experimentalmente como el solvente en el cual se encuentran los
biomarcadores almacenados en el vial influye en la definicion de los picos y en los limites
de deteccién, concluyendo que cuando el medio en el que se encuentran es el mismo
gue las condiciones iniciales del gradiente de separacion, tanto la definicién como los
limites mejoran.
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Anexo N.° 1 Glosario de términos utilizados en la Tabla 1.

e Tiempo de vida medio en orina: Periodo de tiempo necesario para que una
determinada sustancia o compuesto sea eliminado por completo del cuerpo a través
del sistema urinario.

¢ Clasificacion IARC: Clasificacién de agentes cancerigenos realizada por la Agencia
Internacional de Investigacion sobre el Cancer (IARC, por sus siglas en inglés). La
IARC es una agencia especializada de la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS)
encargada de evaluar la evidencia cientifica sobre la capacidad de sustancias,
mezclas, exposiciones ocupacionales y factores ambientales para causar cancer
en los seres humanos. Informacién Obtenida mediante consulta en la péagina
web de la International Agency for Research on Cancer (IARC).
https://monographs.iarc.who.int/list-of-classifications/

o Grupo 1: Agentes carcindgenos para los seres humanos

o Grupo 2A: Probablemente carcindégenos para los seres humanos: En esta
categoria se encuentran los agentes con evidencia limitada en humanos,
pero suficiente en animales para considerar que pueden causar cancer en
los seres humanos.

o Grupo 2B: Posiblemente carcinbgenos para los seres humanos: Esta
categoria incluye agentes que tienen evidencia limitada en humanos y en
animales de laboratorio.

o Grupo 3: No clasificables como carcindégenos para los seres humanos

o Grupo 4: Probablemente no carcindégenos para los seres humanos

e Inhalation Unit Risk (ug/m®)?: Estimacion del aumento en el riesgo de desarrollar
efectos adversos para la salud por cada microgramo de la sustancia por metro
cubico de aire inhalado. Se utiliza para evaluar la carcinogenicidad de sustancias
guimicas.

¢ Inhalation Chronic Reference Concentration (RfC) (mg/m?®). Concentracion maxima
a la cual se espera que una persona pueda estar expuesta durante un periodo
prolongado (generalmente durante la vida) sin experimentar efectos adversos
significativos en la salud, como dafio crénico a los 6rganos o sistemas.

¢ Inhalation Subchronic Reference Concentration (RfCs) (mg/m?). Concentracién de
una sustancia quimica en el aire que se considera segura para la exposicién
subcrénica a corto plazo. Durante la exposicién subcrdnica, el organismo puede
estar expuesto repetidamente a la sustancia o factor ambiental a lo largo de ese
periodo, generalmente a dosis bajas o0 moderadas. Se utiliza como guia para
establecer limites de exposicion ocupacional y ambiental, y para tomar decisiones
de gestion del riesgo.

¢ Inhalation Short-term Reference Concentration (RfCt) (mg/m?3). Concentracién de
una sustancia quimica en el aire que se considera segura para la exposicién a corto
plazo por inhalacion. Es un valor de referencia utilizado en la evaluaciéon de riesgos
y la regulacion de la calidad del aire.

Los valores de Inhalation Unit Risk, RfC, Rfcs y RfCt fueron obtenidos mediante consulta
de la base de datos The Risk Assessment Information System (RAIS). rais.ornl.gov

e N.D.: No disponible
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Anexo N.° 2 Concentracién normal en orina de los biomarcadores

Tabla S1. Niveles de concentracion de los biomarcadores analizados en orina en personas no expuestas

Biomarcadores

Niveles NO Exposicién
(umol/mmol creatinina)

TGA
TTMU
MA
HA
PGA
2-MHA
3-MHA
4-MHA
SPMA
2-OHNaph
1-OHNaph
1-OHPy

N.D.
0.03 +/- 0.016

0.063 (0.053 - 1.746)
217 (28-610)

0.019 (0.015 - 0.024)
7.0+-15

N.D.

N.D.

N.D.

0.00183

0.00117

0.000115 - 0.000230

Los valores han sido obtenidos a partir de las direcciones web correspondientes a cada uno de
los biomarcadores en la Human Metabolome Database (HMDB) en orina.

La normalizacion de las concentraciones de biomarcadores mediante la creatinina
permite comparar los resultados entre diferentes muestras y diferentes individuos. Al
ajustar las concentraciones de biomarcadores en funcion de la creatinina, se tienen en
cuenta las diferencias en la ingesta de liquidos, el flujo urinario y otros factores que
podrian afectar la concentracion de los biomarcadores en la orina y se obtiene una
medida mas fiable de la exposicién relativa a los contaminantes atmosféricos.

Anexo N.° 3 Condiciones de ionizaciéon

Tabla S2. Condiciones de la fuente de ionizacién del método cromatogréfico optimizado

Caballero-Casero et al.,

Parametro WristBands [17], ESI- Método optimizado
Sheath Gas Temperature (°C) 350 400 250
Sheath Gas flow (L/min) 11 11 12
Capillary Voltage (V) 1500 4000 3000
Nozzle Voltage (V) 1500 500 500
Fragmentor (V) 380 300 380
Nebulizer (psi) 35 35 30
Drying gas flow (L/min) 15 12 12
Gas Temperature (C) 270 250 250

Adquisicion QqQ

Rango de masas (m/z) 50 - 500 - 50 - 500
Collision Energy (eV) Segln compuesto Segln compuesto Segln compuesto
Cell Accelerator Voltage (V) 5 - 5
Cyclels - - 4,39
Msl/cycle 500 - 227,8
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Anexo N.° 4 Datos experimentales de la optimizacion cromatogréfica

Tabla S3. Condiciones experimentales de la optimizacién de los parametros cromatograficos

. tR tR Masa Transiciones Transiciones
Biomarcadores CE CE

HILIC C18 nominal Bibliogréficas Experimentales
Q149> 105 -10 Q 149 > 105 -8
TGA 3,029 1,46 150 Da
q 149 > 61 -10 q 149 > 61 -8
Q 141 > 53 -10 Q 141 > 97 -4
TTMU 1,316 2,41 142 Da
q141>97  -10 q- -
Q 151 > 107 - Q 151 > 107 -4
MA 1,374 2,65 152 Da
q- - q- -
Q178> 134 -10 Q178 > 134 -8
HA 1,513 2,89 179 Da
q178 > 77 -16 q178 > 77 -20
Q149> 77 -10 Q149> 77 -4
PGA 3,041 3,02 150 Da
q149 > 105 -10 q 149 > 105 -4
Q192>91 -10 Q192> 91 -12
2-MHA 1,490 3,20 193 Da
q192 > 148 -15 q 192 > 148 -8
Q192> 148 -10 Q192 > 148 -8
3-MHA 1,490 3,70 193 Da
q192 > 91 -15 q192 > 91 -16
Q192> 148 -10 Q192 > 148 -8
4-MHA 1,490 3,70 193 Da
q192 > 91 -15 q192 > 91 -20
Q238->109 -4 Q 238 > 109 -4
SPMA 1,821 4,32 239 Da
q- - q238 > 211 -8
Q143> 115 - Q143 > 143 0
2-OHNaph 0,848 4,99 144 Da
q- - g 143 > 115 -8
Q143> 115 - Q143 > 143 0
1-OHNaph 0,848 5,10 144 Da
q- - q 143 > 115 -8
Q217 > 189 - Q217 > 189 -40
1-OHPy 1,184 6,24 218 Da
q- - q217 > 216 -32
Q 251 > 170 Q251> 251 0
Clot-d3 - 3,40 252 Da -
g 251 > 130 g 251> 170 30

Q: transicion cuantitativa; g: transicion cualitativa
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Compound Name
Mandelic acid

Method Name

Anexo N.° 5 Transiciones experimentales Optimizer

Formula
C8H803

D:\MassHunter\Methods\THS_scanNEG2.m

Polarity

Precursor lon
151.04
Product lon
107

Compound Name
2-MHA

Method Name

Negative

Collision Energy
4

Formula
C10H11NO3

D:\MassHunter\Methods\THS_scanNEG2.m

Polarity

Precursor lon
192.06
Product lon
911

148.1

146.2

62.2

Compound Name
PGA

Method Name

Negative

Collision Energy
12

8

20

8

Formula
C8H603

D:\MassHunter\Methods\THS_scanNEG2.m

Polarity

Precursor lon
149.02
Product lon
771

104.9

Compound Name
1-OH-pyrene

Method Name

Negative

Collision Energy
4
4

Formula
C16H100

D:\MassHunter\Methods\THS_scanNEG2.m

Polarity

Precursor lon
217.06
Product lon
189.1

2158

165

Figura S1. Valores obtenidos de transicion en Optimizer mediante condiciones “Método optimizado”

Negative

Collision Energy
40
32
44

Mass
152.05

lon Source

Fragmentor
380

Mass
193.07

lon Source

Fragmentor
380

Mass
150.03

lon Source

Fragmentor
380

Mass
218.07

lon Source

Fragmentor
380

Sample Position
P1-B5

AJS ESI

Abundance
20001

Sample Position
P1-B6

AJS ESI

Abundance
230666
206432
4310

836

Sample Position
P1-B9

AJS ESI

Abundance
309776
11878

Sample Position
P1-C1

AJS ESI

Abundance
453406
65396

156
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Anexo N.° 6 Tablas de resultados preparacion de la muestra

Tabla S4. Resultados del procedimiento de extraccion QUEChERS.

PSA Z-SEP NO CU
somaeadores R - lleie R ewsp %R s
(%RSD) (%RSD) (%RSD) (%RSD) (%RSD) (%RSD)
TGA <LOD -100% (0) <LOD -100% (0) <LOD -100% (0)
TTMU <LOD 119% (17) 4% (12) 83% (18) <LOD 6% (9)
MA <LOD -6% (16) <LOD 30% (14) <LOD -100% (0)
HA 26% (5) 34% (9) 111% (40)  27% (10) 47% (7)  -19% (11)
PGA 71% (2) -49% (4) 41% (5) -26% (11)  76% (9) -61% (8)
2-MHA 50% (9) 14% (10) 23% (21) 41% (18) <LOD -30% (11)
3/4-MHA 53% (7) 11% (12) 28% (15) 27% (17) <LOD -30% (15)
SPMA 68% (7) 2% (12) 35% (15) 19% (17) <LOD -22% (17)
2-OHNaph 74% (16) 19% (16) 60% (8) 40% (17) <LOD 13% (21)
1-OHNaph 111% (31)  36% (15) 92% (15) 44% (40) <LOD 35% (13)
1-OHPy 89% (1) -76% (2) 63% (7) -10% (11) <LOD -34% (15)
N = 5. <LOD: Valor inferior al limite de deteccion. %ME: Enh > 0 %, Sup < 0%
Tabla S5. Resultados del procedimiento de extraccion Captiva.
Biomarcadores %R #ME
(%RSD) (%RSD)
TGA 74% (8) 46% (11)
TTMU 71% (7) 3% (13)
MA 71% (7) -12% (12)
HA 234% (16) 3% (4)
PGA 76% (4) 25% (7)
2-MHA 83% (5) 29% (6)
3/4-MHA 87% (5) 18% (6)

SPMA 88% (5) -1% (6)
2-OHNaph 69% (10) -12% (14)
1-OHNaph 89% (10) 5% (13)

1-OHPy 9% (13) 19% (6)

N = 5. %ME Enh > 0 %, Sup < 0%
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