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Resumen

Los Disruptores endocrinos (DES) son compuestos que tienen la caracteristica de provocar
un desequilibrio hormonal de animales y humanos. Existen numerosas moléculas identificadas
como DEs, éstas pueden ser de origen antropogénico o bioldgico y tienen una amplia distribucion
en el ambiente, en especial, se ha documentado la presencia en aguas residuales, superficiales,
subterraneas y agua potable. Generalmente una de las dificultades en las técnicas analiticas para
la determinacion de DEs en muestras de agua, radica en el hecho de que éstas moléculas, se
encuentran en concentraciones en el orden de nanogramos por litro (ppt), asimismo las matrices
acuosas contienen interferencias de otros compuestos organicos. Ademas es preocupante la
presencia de estos compuestos en los cuerpos de agua, debido a que ain a bajas concentraciones,
pueden llegar a inducir dafios en el sistema hormonal de los organismos.

Debido a ello surgid el interés de adecuar un método analitico sensible y robusto para
determinar estos compuestos en agua. En éste trabajo se desarroll6 una metodologia para
determinar por medio de Cromatografia de Gases-Espectrometria de Masas (CG-EM) a dos
disruptores endocrinos, la 17p-Estradiol (E2) una hormona natural y la 17a-Etinilestradiol (EE2)
hormona sintética, en muestras de agua embotellada y agua potable. EI proceso implico la
optimizacion de las condiciones de extraccion por fase solida y derivatizacion para su
identificacion y determinacién. La técnica de extraccion en fase sélida facilitd la concentracién
de los esteroides en un volumen menor al de la muestra inicial, lo cual favorecio la deteccion por
el sistema cromatogréfico. En cuanto a la derivatizacion, aportd estabilidad térmica a los
esteroides en el analisis por CG-EM. EIl método en su conjunto mostré resultados satisfactorios al
obtener un promedio de recobro del 87 9%, con limites de deteccién de 1.0 y 3.0 ng L™ y de
cuantificacion de 3.0 y 10 ng L™ para E2 y EE2, respectivamente.

De esta manera la métodologia permitié la determinacion confiable de E2 y EE2 en
muestras de agua embotellada. A pesar de haberse detectado los esteroides en muestras de agua
potable no se logré su cuantificacion debido a que las concentraciones fueron inferiores al limite
de deteccion del método. La presencia de éstos compuestos en las muestras estudiadas,
podria representar un riesgo a la salud publica, al tener evidencia que en especies menores
como peces, concentraciones de 1 nanogramo / L inducen cambios reproductivos; este
riesgo podria verse elevado ya que el consumo de agua embotellada es cada vez mas

frecuente.
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1. Introduccién
1.1. Antecedentes

Los compuestos emergentes (CE) son sustancias quimicas que recientemente han
surgido como potenciales responsables de riesgos que pueden afectar los procesos
metabolicos de los ciclos de vida de organismos, incluyendo a los humanos, y de los cuales,
se requiere todavia normatividad que regule su presencia (Becerril, 2009, Gil et al. 2012).

Entre los CE, los esteroides son de particular interés cientifico debido a que son
clasificados como disruptores endocrinos porque se ha sefialado que tienen un impacto
negativo en el equilibrio hormonal de animales y humanos (Kandarakis et al. 2009) y
pueden causar problemas de diferenciacion sexual en diversas especies acuaticas y aln mas
porque los efectos pueden ocurrir a muy bajas concentraciones (Velicu y Suri 2009, Zhou et
al. 2009, Shin et al. 2011).

La presencia de los esteroides en cuerpos de agua es actualmente uno de los temas con
mayor atencion de la comunidad académica, especialistas en salud publica, ingenieros
ambientales y cientificos de distintas areas, particularmente por los riesgos que puede tener
para la salud y por los retos que representa eliminarlos de aguas tratadas (Bila y Dezotti
2007).

A pesar de qué en la mayoria de los paises existen plantas para el tratamiento de aguas
residuales, estas se limitan a medir los parametros normados por cada pais (OMS, 2004) o
bien por la escasa disponibilidad de recursos econémicos y técnicos, se restringe el
desarrollo y puesta en marcha de tecnologias que eliminen eficientemente los compuestos
organicos peligrosos para el ambiente y la salud (Castanheira, 2010, Mnif et al. 2010).
Estos compuestos llegan a los cuerpos de agua principalmente a través de aguas residuales
municipales o de actividades agricolas y pecuarias (Velicu y Suri 2009, Vallejo y Lépez
2012), las cuales son vertidas directamente o son tratadas inadecuadamente (Gil et al.
2012).
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De esta modo, su origen puede ser antropogénico o bioldgico, dentro de los primeros
se encuentran compuestos sintetizados en la industria como los anticonceptivos,
tratamientos de sustitucién hormonal, algunos aditivos de los alimentos para animales, etc.,
y en los segundos, hormonas naturales; como la progesterona, testosterona y estrogenos que
forman parte del sistema enddcrino de los seres humanos y animales, que se liberan sin
intencion en el ambiente (Chimchirian et al. 2006, Kandarakis et al. 2009) pero que se han
incrementado junto con el crecimiento de los asentamientos humanos y la crianza masiva de

animales para producir carne, leche y otros productos derivados.

Entre los méas frecuentemente identificados, debido a su persistencia en el ambiente,
comercializacion y uso, se encuentran el estrogeno 17a-Etinilestradiol (EE2) que es una
hormona sintetizada a partir del colesterol y es el ingrediente activo de las pildoras

anticonceptivas, y el 17p-Estradiol (E2) que es una hormona natural (Desbrow et al. 1998).

Estos compuestos se han reportado en muestras de agua mediante diversos métodos.
Algunos pueden basarse en bioensayos utilizando: desde levaduras, invertebrados u otro
tipo de organismo midiendo su nivel de estrogenicidad al ser expuestos a muestras de agua
(Desbrow et al. 1998, Stevenson et al. 2010). EI método convencional, para determinar
esteroides en muestras de agua por lo regular involucra filtracidn seguido de una extraccién
en fase solida (EFS) que retiene los componentes organicos y los extrae de la matriz acuosa,
con columnas de fase inversa de Cig que pueden ser eluidos con una amplia gama de
disolventes organicos de acuerdo a su polaridad (Wolthers y Kraan 1999, Liu et al. 2009).
El extracto organico es evaporado para cambiar el tipo de disolvente o bien para concentrar
los analitos y correr el anélisis quimico a través de cromatografia de liquidos (CL) o de
gases (CG) (Garcia, 2008). En CL, los extractos son analizados directamente, mientras que
en CG se requiere la conversion quimica o derivatizacion de los esteroides para mejorar la
estabilidad térmica (Knapp, 1979).

La derivatizacion empleada en los esteroides principalmente se utiliza para
transformarlos en compuestos volatiles y que sean térmicamente estables (Bowden et al.
2009), en el caso de los esteroides el grupo polar hidroxilo es el responsable de su
dificultad para analizarlos por CG (Zhou et al. 2007, Huang et al. 2010), por lo que se

utiliza el método de silanizacién, en el cual los grupos hidroxilos son transformados en
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grupos trimetilsilanoles (TMS) (Shareef et al. 2006, Bowden et al. 2009) por medio de
reactivos derivatizantes o mezclas de ellos (Knapp, 1979, Ding y Chiang. 2003).
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1.2. Justificacién

Existen numerosos métodos de andlisis desarrollados para la identificacion y determinacion
de los esteroides, los cuales se enfrentan a dos principales dificultades, como es la diversidad y
naturaleza quimica de las mezclas que constituyen las matrices ambientales las cuales pueden
provocar interferencias que sesguen las determinaciones y las bajas concentraciones en que se
encuentran (Vallejo et al. 2012).

Por ello es necesario implementar métodos analiticos con caracteristicas que disminuyan la
incertidumbre en las determinaciones de estos compuestos. La cromatografia de gases acoplada
a espectrometria de masas (CG-EM) es una alternativa para la determinacion de los
esteroides. Esta técnica brinda mayor informacion estructural y capacidad de separacion
entre los componentes de una mezcla que la cromatografia de liquidos con detectores
UV/visible, disminuyendo la probabilidad de sesgos en la identificacion y cuantificacién.
Sin embargo, se necesita extraer y concentrar los esteroides en un disolvente organico para
alcanzar los limites de deteccion y posteriormente modificar su estructura para evitar que se
degraden térmicamente en el puerto de inyeccion del cromatdgrafo de gases. Aunque este
procedimiento represente un costo mayor en tiempo y dinero, los beneficios obtenidos se
ven reflejados en determinaciones con concentraciones menores que con la cromatografia
de liquidos.

De esta forma, la metodologia desarrollada en este trabajo pretende contar con una
guia de anélisis para la determinacion confiable de esteroides en agua potable y
embotellada que pueda ser implementada por laboratorios oficiales con el propésito de
realizar seguimiento a la presencia de estos componentes y brindar las bases para futuras
reglamentaciones que los regulen debido a los riesgos que representan para la salud y medio
ambiente. Sobre todo porque actualmente la informacion es limitada sobre la presencia de
estos compuestos en el agua potable de los sistemas de abastecimiento local y en el agua

comercial de las ciudades mexicanas.
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1.3. HipAdtesis

La técnica de derivatizacion basada en la modificacion de los grupos hidroxilo
mediante el mecanismo de silanizacion quimica podria facilitar la determinacion confiable
de los esteroides seleccionados (17B-Estradiol y 17a-Etinilestradiol) en concentraciones
ambientales traza (ng L™) en muestras de agua por cromatografia de gases acoplada a

espectrometria de masas (CG-EM).
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1.4. Objetivos

1.4.1. General

Desarrollar una metodologia analitica confiable y robusta para derivatizar y favorecer el
andlisis quimico de disruptores enddcrinos por cromatografia de gases acoplada a espectrometria

de masas (CG-EM) en muestras de agua.

1.4.2. Especificos

- Optimizar la derivatizacion de los esteroides 17p-Estradiol y 17a-Etinilestradiol para su

analisis por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CG-EM).

- Determinar las condiciones del tratamiento de muestra de los esteroides 17B-Estradiol y

17a-Etinilestradiol para su analisis en CG-EM.
- Evaluar la eficiencia de la recuperacion de los esteroides por el procedimiento de
derivatizacion y tratamiento de la muestra a distintos niveles de concentracion, similares a

las reportadas en muestras ambientales.

- Aplicar la metodologia analitica optimizada para la determinacion de los esteroides en
muestras de agua comercial (embotellada) y agua potable del sistema de abastecimiento local.

(6]



2. Marco Teodrico

2.1. Situacion de la contaminacion del Agua en México

El agua es un recurso fundamental para la sobrevivencia de cualquier ser vivo, el hombre a
lo largo de la historia ha utilizado este liquido para diferentes necesidades ya sea para subsistir o
para producir e intercambiar bienes y servicios, partiendo de esta condicion la demanda de este
liquido ha ido en aumento generando una sobreexplotacion y contaminacion de rios, arroyos,
lagos y acuiferos.

A finales del 2001 mas del 70 % de los cuerpos de agua del pais presentaban
contaminacion y sobreexplotacion, de acuerdo con la Comision Nacional del Agua (CONAGUA)
éstos se concentran en zonas con mayor poblacion, algunas de ellas son: la Peninsula de Baja
California, Balsas, Valle de México y Lerma-Santiago-Pacifico siendo esta Gltima la que le
compete al estado de Jalisco. La CONAGUA cuenta con la Red Nacional de Monitoreo (RNM),
la cual analiza la calidad de los cuerpos de agua y de acuerdo a los datos obtenidos indican que
las principales corrientes de Jalisco y del Lago de Chéapala, muestran problemas importantes de
contaminacion, siendo una fuente de riesgos para la salud (CONAGUA, 2011).

El agua limpia y su saneamiento se encuentran como factores importantes para el
bienestar, la salud y desarrollo humano, por ello la ONU declaro en el 2002 como derecho
fundamental el acceso al agua de manera segura y confiable, libre de patdgenos,
contaminantes organicos e inorganicos. Sin embargo la atencion y los esfuerzos suelen estar
dirigidos al abasto hidrico, dejando en segundo término los aspectos sanitarios para el uso
y consumo del agua, asimismo en escasas ocasiones y sobre todo en paises en vias de
desarrollo no se tiene acceso al recurso econdémico y técnico para el disefio y construccion
de sistemas de tratamiento (Haro et al. 2012). En el caso de México se carece de
tratamiento en 64.5 % de aguas municipales y 82.3 % de aguas residuales, para el caso de
Jalisco sélo el 31.4 % de aguas residuales tiene tratamiento (CONAGUA, 2011). Lo que
representa una problematica para la salud publica, por esta razon la gestion de los recursos
hidricos debe estar encaminado hacia la implementacion de reglamentaciones y normas a

fin de garantizar la seguridad del agua (OMS, 2004).
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2.1.1. Normatividad para la Potabilizacién del Agua

El marco legal federal en materia de agua esta integrado por los articulos 27 y 115 de
la Constitucion Mexicana de las cuales se conforman las leyes que determinan la normativa
respecto a la calidad del agua; la primera de ellas es la Ley de Aguas Nacionales que
establece los lineamientos para el aprovechamiento sustentable de dicho recurso (DOF,
1992), la segunda es la Ley Federal de Derechos e implica la reglamentacién en el pago de
derechos a los servicios relacionados con el agua (DOF, 1981), la tercera es la Ley General
de Equilibrio Ecologico y Proteccion al Ambiente y trata acerca de la prevencion control de
la contaminacién de ecosistemas acuaticos (DOF, 1988), y por ultimo la Ley General de
Salud que determina los valores permisibles y ciertos requisitos sanitarios para la
proteccion de la salud (DOF, 1984).

Otros elementos juridicos de regulacion de la calidad son algunas normas oficiales
mexicanas (NOM) que definen los limites permisibles de los contaminantes asi como la
implementacion de andlisis y tratamientos de los diferentes tipos de agua, tales como aguas
residuales municipales e industriales, aguas subterraneas, agua para uso Yy consumo
humano, entre otras (DOF, 1992, Carabias et al. 2005).

2.1.2. Calidad del Agua Potable

El Agua para uso y consumo humano es aquella que no contiene contaminantes objetables,
ya sean quimicos o agentes infecciosos y que no causa efectos nocivos al ser humano,
denominada también como agua potable (OMS, 2004). El agua que se capta en embalses, pozos,
lagos, etc., es llevada a través de los sistemas de abastecimiento locales donde es sometida a
tratamiento de acuerdo con los criterios de evaluacion de los parametros establecidos en las
NOM-127 y NOM-179. La calidad del agua es un factor determinante de la salud publica y
de los ecosistemas, asociada a enfermedades agudas y crénicas en distintos lugares del
mundo, ya sea por ingestion directa o mediante la contaminacion de alimentos (OMS, 2004,
Carabias et al. 2005). En el 2003 un estudio realizado por el Programa de las Naciones
Unidas para el Medio Ambiente (PNUMA) coloc6 a México en la posicion 106 de un total
de 122 paises con respecto a la calidad del vital liquido, siendo la peor de Latinoamérica
(Carabias et al. 2005). A pesar que la SEMARNAT indique que el 85% del agua potable es

(8]



apta para consumo humano (CONAGUA, 20 11), la percepcién de la ciudadania no esta del
todo de acuerdo, optando a consumir agua de otras fuentes.

2.1.3. Calidad del Agua purificada envasada

Actualmente en el mundo es cada vez mas comun la elaboracion, comercializacion y
consumo de agua envasada, principalmente a causa de la desconfianza en la calidad del
vital liquido de los sistemas de abastecimiento local o coloquialmente conocido como “agua
de la llave”. En el caso de Mexico el consumo de agua envasada ha ido en aumento
teniendo un consumo del 70 % para agua de garrafon y 30 % de agua embotellada (Haro et
al. 2012).

La comercializacion de estas presentaciones de agua esta a cargo en un 50 % por los
principales consorcios, mientras que el otro 50 % es comercializado por empresas pequefias
y por establecimientos llamados “llenaderos”, siendo estos ultimos los que cuentan con
escasos 0 nulos procesos de purificacion. Las especificaciones sanitarias que deben seguir
las plantas purificadoras en la produccidn de agua envasada, tales como tener registros de las
pruebas efectuadas a la materia prima (agua), producto en proceso, producto terminado, lavado
de envases, mantenimiento sanitario del equipo, lineas de produccion, accesorios y nimero de
lote asignado al producto, deben conservarse por un afio a disposicion de la autoridad sanitaria
(Haro et al. 2012). Sin embargo las empresas o los establecimientos dedicados a este
comercio en debidas ocasiones no cumplen con las reglas sanitarias, esto se demuestra en
estudios realizados a diferentes marcas de agua embotellada, sefialando que aldn las marcas
mas comerciales presentaron parametros por arriba de las especificaciones sanitarias
establecidos en las normas oficiales NOM-127 y NOM-041 ver (Tabla 1) (PROFECO,
1995).
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Tabla 1. Algunas especificaciones sanitarias para el agua potable y agua envasada.

Pardmetro Agua potable

Agua envasada

Limite maximo

Sabor Agradable
Olor Agradable
Color 20 UCV
Turbiedad 5 UTN
Solidos disueltos totales 1,000 ppm
pH 6.5-8.5
Arsénico (mg/L) 0.01
Cloruros (mg/L) 250
Nitritos (mg/L) 0.05

Mesofilicos aerobios (UFC/mL) -
Coliformes totales (UFC/ 100 mL) -
Vibrio cholerae -

Aldrin y Dieldrin (pg/L) 0.03
DDT (ug/L) 1.00
Hexaclorobenceno (ug/L) 1.00

Insipido
Inodoro
15 UcvVv
S5UTN
500 ppm
6.5-8.5
0.05
250
0.05
100
Cero
Negativo
0.03
1.00
0.01

Fuente: Elaboracién propia de acuerdo con las normas NOM-127-SSA1-1994 (Salud ambiental, agua para uso y
consumo humano - limites permisibles de calidad y tratamientos a que debe someterse el agua para su potabilizacion)
y NOM-041-SSA1-1993 (Bienes y servicios. Agua purificada envasada especificaciones sanitarias). UFC: unidades

formadoras de colonias, UCV: unidades de color verdadero, UTN: unidades de turbidez nefelométricas, ppm: partes

por millon.

Sin embargo la normatividad en cuanto al agua potable y el agua envasada es
relativamente completa en ciertos rubros, con lo referente a calidad bacteriolégica y
fisicoquimica en compuestos inorganicos, pero incipiente en compuestos organicos, debido
a que la determinacion de parametros organicos es en general mas costosa que la de los

inorganicos, aunado a esto, hay poca informacion existente acerca de la calidad del agua

potable (Haro et al. 2012)
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2.1.4. Tipos de contaminantes en el agua

Existe un sin niumero de contaminantes organicos que son vertidos a los cuerpos de
agua procedentes de descargas municipales, agricolas e industriales (Carabias et al. 2005).
En las ultimas décadas se ha incrementado la diversidad de compuestos organicos. Un
ejemplo de ello es que la Union Europea tiene un registro de més de 100,000 sustancias
quimicas distintas y se estima que cada afio 1,000 compuestos sintéticos entran a la
economia quimica y so6lo una fraccion de éstos ha sido estudiada o esta regulada. Sin
embargo, en los ultimos afios, el desarrollo de nuevos y mas sensibles métodos de analisis
ha permitido alertar de la presencia de otros contaminantes, potencialmente peligrosos,
denominados como emergentes (Barcel6 y Lopez 2008, Castanheira, 2010).

Los contaminantes emergentes, cuyo estudio se encuentra a cargo de los principales
organismos dedicados a la proteccion de la salud publica y medioambiental, tales como la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la Agencia para la Proteccién del Medio
Ambiente de los Estados Unidos (EPA), o la Comisién Europea, los definen como
contaminantes previamente desconocidos o no reconocidos, cuya presencia en el ambiente
no es necesariamente nueva. La caracteristica de estos grupos de contaminantes es que no
necesitan persistir en el ambiente para causar efectos negativos, puesto que sus altas tasas
de transformacion/remocion se pueden compensar por su introduccién continua en el
ambiente (Bila y Dezotti 2007, Barcelo y Lopez 2008, Becerril, 2009). Para la mayoria de
estos compuestos la incidencia, la contribucidn de riesgos y datos ecotoxicoldgicos no estan
disponibles por lo que su regulacién se dificulta. Entre los contaminantes emergentes
encontramos algunos que pueden generar alteraciones enddcrinas, afectando el equilibrio
hormonal, la salud de animales y de los seres humanos (Markey et al. 2002, Gil et al.
2012).

2.2. Compuestos Disruptores Endécrinos

Un compuesto de alteracion endocrina o mejor conocido como disruptor endocrino (DEs)
es definido por la EPA como aquellos compuestos exdgenos que interaccionan y alteran la
sintesis, secrecion, transporte y metabolismo que hace parte de la autorregulacion normal de

reproduccion y desarrollo de un individuo, de su descendencia o de poblaciones enteras (Bila y
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Dezotti 2007, Kandarakis et al. 2009, Castanheira, 2010). El grupo de moléculas identificadas
como disruptores enddcrinos es diverso y pueden tener un origen antropogénico o bioldgico,
dentro de los primeros se encuentran compuestos sintetizados en la industria como
disolventes/lubricantes, pesticidas, herbicidas, fungicidas, agentes farmacéuticos como
anticonceptivos, tratamientos de sustitucién hormonal, algunos aditivos de los alimentos para
animales, etc. En cuanto a los segundos son de origen natural, grupos de hormonas como la
progesterona, testosterona y estrogenos que forman parte del sistema endocrino de los seres
humanos y animales, que se liberan sin intencién en el ambiente (Chimchirian et al. 2006, Bila y
Dezotti 2007, Kandarakis et al. 2009).

Algunos compuestos que tienen capacidad de alterar el sistema hormonal son
bioacumulables y resistentes y otros no necesariamente cumplen con esta caracteristica,
debido a su continua introduccion es frecuente encontrarlos en una amplia variedad de
ambientes (Markey et al. 2002, Rivas et al. 2004, Barcel6 y Lopez 2008). En diversos
paises se han realizado estudios para determinar la presencia de contaminantes, incluidos
los DEs, en Estados Unidos y algunos paises de Europa se determind la presencia de varios
compuestos quimicos en agua superficial, agua subterranea, agua potable y sedimentos.
Entre los compuestos determinados se encontraron productos farmacéuticos, antibidticos,
esteroides, hormonas y otros disruptores enddcrinos como herbicidas y plaguicidas, los
cuales diferian en cuanto a concentracion y frecuencia de acuerdo a los cuerpos de agua

examinados (Chimchirian et al. 2006).

2.2.1. Mecanismo de accion de los disruptores endocrinos

El sistema enddcrino ejerce un complejo control quimico interno que regula las funciones
vitales de cualquier organismo, como la reproduccion, el desarrollo embrionario, el sistema
inmunoldgico y hasta aspectos del comportamiento psicosocial; las sustancias encargadas de
regular estas funciones se llaman hormonas. Los disruptores enddcrinos interfieren en el
funcionamiento del sistema suplantando a las hormonas endogenas, pudiendo bloquear su accion,
aumentando o disminuyendo sus niveles, también pueden alterar el patron de sintesis y
metabolismo; o bien modular los niveles de los receptores correspondientes (Bila y Dezotti 2007,
Kandarakis et al. 2009).
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Los alteradores endocrinos tienen accién en los receptores estrogénicos (RES),
receptores androgénicos (RASs), receptores de la progesterona (RPs), receptores de la
tiroides (RTs), receptores retinoides (RRs), entre otros. En una situacion habitual, la
hormona se une al receptor celular que desencadena la reaccion al nivel esperado. Mientras
que en una reaccion bloqueada, el disruptor, mimetiza a la hormona natural y se une al
receptor para interferir en la reaccion, de igual forma puede unirse al receptor y generar una
reaccion mas potente de la normal o generar una reaccién mas débil (Kandarakis et
al.2009). La vulnerabilidad de una determinada especie depende de las propiedades
intrinsecas de la sustancia quimica; del grado, la duracién, la frecuencia y la via de
exposicion, asi como de la forma en que esa especie absorba, distribuya, transforme y
elimine las sustancias; por otra parte, también depende de la sensibilidad de Organos

concretos en diversas etapas del desarrollo (Garcia, 2008).

2.3. Hormonas esteroideas

Dentro de los DEs que pueden llegar a causar desequilibrio hormonal de los organismos, se
encuentran las hormonas esteroideas, estas se clasifican en estrogenos, andrégenos,
glucorticoides y mineralocorticoides (Wolthers et al. 1999). En la Gltima década la comunidad
cientifica ha puesto mayor atencion, por su potencial influencia en la salud de los humanos y en
la fauna silvestre, a los estrégenos naturales y sintéticos, ya que estos compuestos, en
comparacion con los demas DEs, tienen una actividad estrogénica mayor aun a bajas
concentraciones (Mao et al. 2010). Los principales estrdgenos que inducen una accion son las
hormonas naturales estrona (E1), estriol (E3), 17B-Estradiol (E2) y la hormona sintética 17a-
Etinilestradiol (EE2) (Ying et al. 2002, Falconer, 2006). Siendo las dos ultimas las de mayor
actividad ya que el E2 es 12 veces mas potente que la estrona y 80 veces mayor que el estriol; en
cuanto al EE2 es 10 a 50 veces de actividad mayor que los estrogenos de origen natural (Oropesa,
2008).
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2.3.1. Origen y fuentes de 17p-Estradiol y 17a-Etinilestradiol

El esteroide 17B-Estradiol es un componente enddgeno del sistema enddcrino de
mamiferos, es secretado en el ovario, y sus niveles se elevan durante el embarazo, en
promedio una mujer excreta 2.4 pg/dia, es relativamente bioacumulable y persistente en el
ambiente (Bila y Dezotti 2007, Velicu y Suri 2009, Mao et al. 2010); el esteroide sintético
17a-Etinilestradiol tiene su origen a partir del ergosterol o colesterol que es el ingrediente
activo de las pastillas anticonceptivas en tratamientos de sustitucion hormonal y algunos
aditivos de alimentos para animales, al igual que E2 es persistente en el ambiente con una
vida media de 92 dias (Hongxiang et al. 2007, Garcia, 2008). Ambos compuestos son
excretados en un 70% por la orina y un 30% por heces, es frecuente encontrarlos en forma
libre o conjugados como glucorénidos y sulfatos en las aguas residuales de los sistemas
municipales (Desbrow et al. 1998, Oropesa, 2008, Chimchirian et al. 2006). Las descargas
de aguas residuales llegan al sistema de alcantarillado y de ahi a las plantas de tratamiento de
aguas residuales en donde son removidos y/o biodegradados parcialmente, quedando
concentraciones traza en sus efluentes, contaminando asi las aguas superficiales.

La presencia de compuestos estrogénicos en diversos cuerpos de agua, se ha
convertido en una constante en los paises desarrollados y subdesarrollados. El Servicio
Geoldgico de Estados Unidos (USGS por sus siglas en inglés) revela que en general la
presencia de los DEs en cuerpos de agua naturales y de E2 se encuentran en
concentraciones que alcanzan los 200 ng L™ (Cathum y Sabik 2001, Mao et al. 2010). Este
tipo de compuestos también se han detectado tanto en influentes como en efluentes de
estaciones depuradoras de aguas residuales; estudios realizados por Desbrow vy
colaboradores (1998) Velicu y Suri (2009) identificaron la presencia de estos compuestos
en concentraciones de 0.5 a 49 ng/L™ para 17a-Etinilestradiol y de 1 a 80 ng L™ para 17p-
Estradiol. Del mismo modo se han determinado en aguas superficiales, en Estados Unidos
se han detectado rangos de concentraciones para 17p-Estradiol de 1.4-3.2 ng L™ para agua
superficial, mientras que para agua subterranea y agua potable las concentraciones oscilan
en 18-80 y 0.20-1.2 ng L’'respectivamente, igualmente en el Reino Unido se han
determinado concentraciones del-5 ng L-1" para en agua potable (Okkerman y Groshart
2001). En México se tiene reporte de determinaciones en agua de manantial para 17p3-
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Estradiol y 17a-Etinilestradiol con concentraciones de 0.02 y 0.06 ng L™ respectivamente
(Becerril, 2012). En cuanto a las determinaciones en agua embotellada no se cuenta con

informacion suficiente para estos compuestos.

2.3.2. Efectos toxicoldgicos en fauna y posibles riesgos en humanos

Debido al papel decisivo que desempefian las hormonas en el control del desarrollo y
en numerosas funciones fisioldgicas, resulta de gran importancia, determinar los posibles
efectos que pudieran tener sobre los organismos. Los estrogenos sintéticos como 17a-
Etinilestradiol, suelen acumularse en tejidos grasos, son mas resistentes a la degradacion y
eliminacion en los tratamientos, por lo que es mas frecuente encontrarlos, ademas pueden
ejercer su actividad estrogénica por largos periodos de tiempo a bajas concentraciones, en
cuanto a 17p-Estradiol induce su accién pero generalmente debido a su origen natural los
organismos pueden metabolizar y eliminarlo mas facilmente, sin embargo su presencia en
los cuerpos de agua se ha incrementado debido al aumento de los asentamientos humanos y
la crianza masiva de animales para consumo, de esta manera los organismos se ven cada
vez més expuestos y su capacidad de eliminarlos por via metabdlica se ve reducida
(Okkerman y Groshart 2001)

Se sabe que los estrégenos son los DEs con mayor potencia estrogénica, ellos pueden
actuar dependiendo de la dosis asi como el tiempo de exposicion (Kandarakis et al. 2009),
generalmente las principales anomalias se reflejan en factores reproductivos como la
disminucion de la fertilidad, perdida en la eficacia de apareamiento (Guillete y Uribe 2001,
Porte et al. 2006, Safe et al. 2010), anomalias del comportamiento, feminizacion y
hermafrodismo (Falconer, 2006, Mnif et al. 2010).

Mas concretamente estudios in vitro e in vivo han demostrado que 17p-Estradiol y
17a-Etinilestradiol son muy toxicos para anfibios, reptiles y peces en éstos ultimos, se ha
documentado la produccion de vitelogenina proteina responsable de producir las yemas de
los huevos en los peces machos, siendo un factor reproductivo que le confiere a los peces
hembras, también se ha documentado que concentraciones de 0.1 a 0.9 ng L™ de EE2 han
inducido cambios morfoldgicos e histolégicos en truchas de agua dulce, de igual forma se
ha manifestado por medio de estudios, la dosis letal para determinar los efectos glandulares,

reproductivos y carcindgenos en especies menores de mamiferos (Okkerman y Groshart
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2001).

Los efectos originados por estos compuestos se identifican principalmente en
organismos acuaticos, base de las cadenas alimenticias, afectando el éxito reproductivo de
los organismos y consecuentemente originando una perdida de biodiversidad en los
ecosistemas acuaticos (Oropesa et al. 2008).

En cuanto a los efectos en humanos, la informacion existente alin no es suficiente para
determinar los riesgos a la salud, sin embargo se tiene referencia que en los afios 50 y 60 la
exposicién a la hormona sintética dietilestilbestrol (DES) en mujeres, causé enfermedades
como cancer vaginal, trastornos en desarrollo y descendencia (Harvey et al. 1999). Hay
informes que muestran que los estrégenos pueden estar relacionados con ciertos efectos
adversos producidos a los hombres, tales como la eficiencia en la produccion de
espermatozoides, ya sea por reduccion y mala calidad de los mismos, ademas existe una
relacion con el aumento en los casos de cancer hormono-dependientes (Kandarakis et al.
2009, Chimchirian et al. 2006), ya que hay datos que indican que los altos niveles de
estrogenos endogenos elevan el riesgo de cancer de mama, lo cual, se manifiesta en
estudios experimentales, donde ratas fueron expuestas a niveles altos de estrogenos
revelando que pueden inducir y promover tumores en la glandula mamaria (Torres y
Angeles 2009.).

2.3.3. Propiedades fisicoquimicas

Los estrogenos o esteroides 17B-Estradiol y 17a-Etinilestradiol son compuestos
lipidicos no volatiles y se encuentran en forma neutra en el medio natural, son estables al
aire, su solubilidad en agua es 9.20 mg L™ para EE2 y 1.51 mg L™ para E2 a 20 °C (Shareef
et al. 2006). Formados por una molécula constituida por cuatro carbociclos condensados
denominados A, B, C y D (Figura 1). La caracteristica distintiva de los estrogenos es la
presencia del triple doble enlace en el anillo A, condicion que le confiere propiedades
aromaticas (anillo fendlico) unicas de este grupo y especificas para la union al receptor
estrogénico. Aunque los esteroides son principalmente moléculas apolares, se puede
distinguir una cabeza polar constituida por el grupo hidroxilo capaz de formar puentes de
hidrogeno, y una cola o porcion apolar formada por el carbociclo de nlcleos condensados y

los sustituyentes alifaticos (Lide, 2003).
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Figura 1. Estructura quimica de (E2) 17B-Estradiol y (EE2) 17a-Etinilestradiol.

2.4. Caracteristicas de los métodos de analisis

Numerosos métodos han sido desarrollados para la identificacion y determinacion de
los esteroides como de otros compuestos quimicos, hoy en dia existe un gran nimero de
sistemas analiticos sofisticados y robustos, sin embargo los procedimientos deben de
ajustarse a las necesidades y propdésitos de cada investigacion (Lopez y Barcel6 2001,
Higashi y Shimada 2004, Shin et al. 2011). En el andlisis de los esteroides la mayor
dificultad radica en la diversidad y naturaleza quimica de las matrices ambientales y las
bajas concentraciones en que se encuentran, ya que se deben identificar entre otras cientos o
quiza miles de sustancias quimicas que componen las muestras ambientales, las cuales
podrian provocar interferencias que sesguen las determinaciones (Vallejo y Lopez 2012).

En el método convencional, para determinar esteroides, las muestras de agua se pasan
a través de una fase estacionaria solida que retiene los componentes organicos y los extrae
de la matriz acuosa, a esta técnica se le conoce como extraccion en fase solida (EFS).
Luego se eluyen con una secuencia de distintos disolventes organicos individuales o
mezclas que separan los disruptores de la mayoria de las interferencias organicas. El
adsorbente mas utilizado es Cig donde los grupos funcionales organicos hidrofébicos son
quimicamente unidos a una superficie solida, tales como la silice, estos grupos interactdan

con compuestos organicos hidrofobicos y los extraen de la fase acuosa (LOpez y Barcelo
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2001, Vallejo y Lépez 2012). Posteriormente el extracto orgdnico es evaporado para
cambiar el tipo de disolvente o bien para concentrar los analitos y realizar el andlisis

quimico a través de cromatografia de liquidos (CL) o de gases (CG) (Garcia, 2008).

En CL, los extractos son analizados directamente, mientras que en CG se requiere la
conversion quimica de los esteroides para mejorar la estabilidad térmica de los compuestos,
en especial aquellos que tienen grupos polares, cambiando las propiedades de separacién de
los compuestos ajustando su volatilidad o introduciendo en la molécula un sefalador

dirigido al detector de masas (Knapp, 1979).

Generalmente para los esteroides se pretende favorecer su volatilidad y resolucion en
las columnas capilares debido a que los esteroides poseen un alto peso molecular y
presentan grupos polares como alcoholes, fenoles e hidroxilos que disminuyen las
propiedades de separacion en la columna. La derivatizacion empleada en los esteroides
principalmente se utiliza para transformarlos en compuestos volatiles y que sean
térmicamente estables (Bowden et al. 2009, Shin et al. 2011). En el caso de los esteroides
el grupo polar hidroxilo es el responsable de su dificultad para analizarse por CG, por lo
que se utiliza el método de silanizacion en el cual los grupos hidroxilos son transformados
por grupos trimetilsilanoles (TMS) (Knapp, 1979, Shareef et al. 2006, Zhou et al. 2007,
Bowden et al. 2009).

A pesar de que la derivatizacién quimica consume tiempo y podria resultar costosa,
tiene la ventaja de incrementar la sensibilidad y selectividad de los métodos analiticos, ya
que se mejoran los limites de deteccién y cuantificacion del método de tratamiento de
muestra y analisis quimico si se compara con la determinacion directa con CL. Ademas con
la derivatizacidn se pueden optimizar las condiciones para transformar quimicamente a un
menor grupo de especies quimicas o selectivamente se podrian derivatizar un tipo

especifico de esteroides (Bowden et al. 2009, Zhou et al. 2009).

La CG brinda distintas opciones de detectores que podrian incrementar la
confiabilidad de la identificacion, como la espectrometria de masas molecular que es util
para obtener informacion estructural con gran precision, separando los fragmentos moleculares

en funcion de su relacion carga-masa (m/z), adicionalmente proporciona la ventaja de la
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identificacién inequivoca de los compuestos quimicos mediante su espectro de masas
caracteristico, que es como una huella digital de la estructura quimica y prueba confiable de
su presencia en la muestra (Knapp, 1979, Huang et al. 2010).

Diversos autores han realizado el tratamiento de muestra con la extraccion de
compuestos en fase solida (EFS), aplicando la derivatizacion de esteroides y el analisis por
CG-EM. En 1998 Desbrow y colaboradores combinaron una prueba in vitro de actividad
estrogénica, y obtuvieron limites de deteccion para 173- Estradiol y 17a- Etinilestradiol de
1 ab50y02a70ng LY respectivamente. De igual forma Cathum y Sabik (2001)
determinaron la presencia de esta y otras hormonas alcanzando un limite de deteccion de
2.0 ng L. Mas recientemente Velicu y Suri (2009) reportaron esteroides en diferentes
zonas de plantas depuradoras de agua, teniendo un limite de deteccién de 0.8 a 19 ng L™
para 173- Estradiol.

De manera alternativa, el anélisis de hormonas esteroides se ha realizado por
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), acoplado a espectrometria de masas (EM)
con aplicaciones en muestras bioldgicas y de muestras ambientales. Usualmente los
tratamientos que tiene esta técnica son la extraccion y la purificacion de la muestra, en la
mayoria de los estudios realizados para estos compuestos. La CL tiene la ventaja de que no
se requiere la derivatizacion de los esteroides y cuenta con la capacidad de identificacion
con EM/EM en el anélisis quimico (Vallejo y Lépez (2012), sin embargo el acople HPLC-
EM/EM es costoso y su accesibilidad es limitada.

Hasta ahora, es limitada la informacién sobre la presencia de estos compuestos en el
agua potable de los sistemas de abastecimiento local y en el agua comercial de las ciudades
mexicanas. Por lo que resulta de gran importancia que se realicen metodologias analiticas
que brinden confiabilidad a la determinacion, principalmente que disminuyan la
incertidumbre en la identificacion debido a la complejidad quimica de la muestra y que
brinden limites de deteccidn que correspondan con los niveles ambientales que previamente

han sido reportados.
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3. Desarrollo Experimental

El procedimiento para determinar los compuestos seleccionados en muestras de agua
se adapto de los trabajos de Bowden et al. (2009) y en Velicu y Suri (2009). En la figura 2
se muestra un esquema de las etapas que conformaron la metodologia, las condiciones de
analisis se optimizaron mediante el método de adicion de patron o de estandares de los
compuestos en cantidades conocidas a la muestra de prueba, la cuantificacién se realiz6 por
medio del estandar subrogado. Luego, se ajustaron los parametros para el analisis por
cromatografia de gases y espectrometria de masas. Posteriormente el método optimizado se
aplicO a muestras de agua embotellada y agua potable de la llave para identificar y
cuantificar dos esteroides.

Muestra de Agua Extraccion en Fase Sélida (EFS)

4

A 4

Elucién de los compuestos con disolvente

\4

Reduccion del disolvente para
concentrar el extracto

A 4

4

Secado del extracto con N, Derivatizacion

N

Analisis por Cromatografiay
Espectrometria de Masas

Figura 2. Diagrama del procedimiento general del método analitico.

3.1. Reactivos y materiales

Los esteroides seleccionados con 98 % de pureza 17f-Estradiol (E2) y 17a-
Etinilestradiol (EE2) y el estdndar subrogado con 99 % de pureza 1,1-Dicloro-2,2-Bis
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(para-clorofenilo) etileno (DDE) se adquirieron en polvo (Sigma-Aldrich). La
derivatizacion se realizé con N, O-bis (trimetilsilil) trifluoroacetamida (BSTFA) + 1 %
trimetilclorosilano (TMCS) con 99 % de pureza en presentacion liquida (Sigma-Aldrich). La
extraccion de los esteroides y el subrogado se realizé mediante el paso de la muestra de
agua a través de cartuchos empacados con 0.5 g de octadecilo (Cig) (Phenomenex y
Agilent). Todos los disolventes orgéanicos utilizados (ACE: acetona, CM: cloruro de
metileno, MET: metanol y PIR: piridina) fueron grado HPLC (Fermont). Todas las
conexiones y tuberias empleadas para el paso de muestras estaban elaboradas de teflén. La
vidrieria como viales de inyeccién e insertos (Agilent Technologies) se hornearon a 500 °C
y el material de vidrio restante (Pyrex) a 120 °C por 24 h. Todo el material se lavo con

acetona previo a cada prueba y analisis.

3.2. Preparacion de disoluciones

Las disoluciones de trabajo, corregidas por pureza, de 17B-Estradiol (E2), 17a-
Etinilestradiol (EE2) y 1,1-Dicloro-2,2-Bis (para-clorofenilo) etileno (DDE) se prepararon a
partir de estandares individuales en polvo pesados en una balanza microanalitica SE 2-F
(Sartorius) y diluidos en metanol o cloruro de metileno (Anexo A y B), seglin la prueba a
realizar y especificada en cada seccion. La mezcla derivatizante (BSTFA + 1 % TMCS)

liquida se utilizé directamente.

3.3. Procedimiento de extraccion con fase solida

Previo a la extraccion se optimizo el volumen del disolvente de elucion a fin de
contribuir a incrementar la eficiencia del procedimiento, inicialmente se prob6 con 12 mL
de cloruro de metileno colocados en un cartucho (C;g) de 0.5 g, a este se le adiciono una
cantidad conocida del subrogado DDE (2.5 pg). El disolvente se colecto en fracciones de 1
y 2 mL determinando asi el volumen necesario para la elucion y se procedi6 a realizar la
extraccion.

Primeramente el cartucho empacado se acondicioné mediante el paso a gravedad de 6
mL de metanol seguido por 6 mL de agua ultrapura para disminuir impurezas producto de la

fabricacion y disponer los sitios activos para la retencion de los compuestos. Las muestras
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de agua de prueba y embotelladas se pasaron a un flujo constante y sin interrupcion, por
aplicacion de vacio. Luego el cartucho se seca al vacié por 20 min y en seguida los

compuestos se eluyen con el disolvente cloruro de metileno.

3.4. Reduccidn del extracto organico y concentracion de esteroides

El disolvente organico del extracto eluido (10 mL) se redujo aproximadamente a 0.5
mL en un evaporador rotatorio RV10 (IKA) a presion y temperatura controladas para
concentrar los componentes de la muestra y facilitar su deteccion instrumental, para
finalmente ser aforados a 1 mL. La eficiencia de la etapa de reduccion se evalué con

cloruro de metileno aplicando temperatura diferentes (30, 35, y 40 °C).

3.5. Secado del extracto orgéanico

El método de analisis requiere una vez que los esteroides se extraen de las muestras de
agua sean transferidos a un disolvente organico y se lleven a sequedad con una corriente
suave de nitrégeno para evitar reacciones secundarias en la derivatizacion por la presencia
del disolvente utilizado para la extraccion.

Sin embargo, hubo que seleccionar un disolvente organico que facilitara la disolucion
de los compuestos de interés y al mismo tiempo tuviera una presion de vapor
suficientemente baja para disminuir las pérdidas durante el secado. De esta manera se
utilizaron disoluciones de trabajo estandares del compuesto subrogado (5 pg mL™) para
probar la reduccion y secado con tres disolventes que reunian esas propiedades (metanol,

acetona y cloruro de metileno), realizando dos replicas por disolvente.

3.6. Derivatizacién de esteroides

El extracto concentrado y seco se resuspende con 100 pL de piridina y 100 pL
BSTFA + 1 % TMCS, la mezcla se homogeniza en un vortex y se coloca en un bafio de
ultrasonido 5510 (Bransonic) por 30 minutos a una temperatura de 60 °C (Bowden et al.
2009). Pruebas preliminares con y sin piridina, se realizaron para evaluar la eficiencia de la

reaccion por la formacion subproductos.
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3.7. Analisis cromatografico

Las muestras se analizaron por cromatografia de gases (CG) 6890N (Agilent
Technologies) y espectrometria de masas (EM) 5975 (Agilent Technologies). La inyeccion
(0.5 pL) se realizd en el modo splitless por duplicado a una temperatura de 280 °C. La
mezcla de compuestos se separd en una columna capilar HP5MS de 30 m de longitud, con
0.25 mm de diametro interno y 0.25 um de grosor de pelicula con helio de alta pureza
(INFRA) a un flujo de 1 mL min™ mediante un programa de temperatura que inicié en 120
°C por 2 min, luego se elevé a razén de 15 °C min™ hasta llegar a 250 °C y finalmente se
incrementé a 5 °C por min™ hasta llegar a 300 °C manteniéndose por cinco minutos. La
linea de transferencia se mantuvo a 310 °C para evitar la condensacion. Los espectros de
masa se obtuvieron por impacto electronico (IE) a 70 eV con la fuente de ionizacion a 200
°C. Se utilizé el barrido de masas en modo SCAN para la optimizacién de la separacion y la

identificacién de compuestos y en SIM para la cuantificacion.

3.8. Aplicacion del método a muestras de agua comercial (embotellada) y potable

El método de anélisis optimizado se aplico para la determinacion de los dos esteroides
seleccionados. Se adquirieron seis marcas de agua embotellada con presentacion del.5 L,
las muestras consistieron en dos botellas por marca, cabe resaltar que algunas marcas
tuvieron diferencia en los lotes asi como hubo algunas que no lo contenian, estas se
almacenaron a 4 °C. En cuanto al agua potable, se conformaron por dos muestras, mismas
que se tomaron directamente de la red de distribucion y abastecimiento de agua potable de
CIATEJ de acuerdo a la NOM-014. El agua potable se pasé a travées de un filtro de nylon
(Millipore) con el fin de eliminar los sélidos disueltos.
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4. Resultados y Discusion

4.1. Separacion e identificacion de compuestos por CG-EM

Los pardmetros instrumentales por cromatografia de gases y espectrometria de masas
(CG-EM) se adaptaron del trabajo de Bowden et al. (2009). EIl analisis de los estandares
individuales en disolucion del compuesto subrogado (DDE) y los esteroides (E2 y EE2), fue
directo (sin derivatizar) y posteriormente se analizaron después de la derivatizacion. El
analisis por CG facilitd la confirmacion de los productos Di-TMS, de la reaccion de los
esteroides con la mezcla derivatizante (BSTFA + 1 % TMCS) a través de los tiempos de

retencion y el orden de elucion (Figura 3).

| ESTERO 131.D
4
DDE
9§
3 Di-TMS-E2
] Di-TMS-EE2
6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00

Tiempo (min)
Figura 3. Orden de elucion del compuesto subrogado DDE vy los esteroides derivatizados
Di-TMS-E2: 17B-Estradiol y Di-TMS-EE2: 17a-Etinilestradiol.

En cuanto a la espectrometria de masas (EM) brind6 informacion estructural de los
compuestos analizados y obtenidos experimentalmente por ionizacion electronicaa 70 eV y
confirmados por reportes previos (Bowden et al. 2009). Asi, en cada espectro, se
seleccionaron los dos valores de relacion masa/carga (m/z) de mayor abundancia (Figuras 4
y 5) los cuales, se utilizaron como criterio de identificacion en las pruebas de optimizacion

de condiciones y posteriormente en la aplicacion del método.
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Figura 4. Espectro de masas de Di-TMS-E2: 17B-Estradiol.
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Figura 5. Espectro de masas de Di-TMS-EE2: 17a-Etinilestradiol.

4.2. Optimizacion de las condiciones de derivatizacion

La derivatizacion se realiza para facilitar el analisis de los esteroides por CG-EM,
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fundamentalmente es una reaccion en la que se sustituyen los atomos de hidrégeno de los
grupos hidroxilo (OH) en las moléculas de 17B-Estradiol (Figura 6), y del hidroxilo y el
etino en el 17a-Etinilestradiol (Figura 7). Esto favorece el andlisis por cromatografia de
gases ya que se incrementa la estabilidad térmica del compuesto (Huang et al. 2010) y su
presion de vapor, debido, a la reduccion de la atraccion intermolecular por puentes de
hidrogeno. Ademas, se disminuye la interaccion quimica de los grupos hidroxilo con la fase

estacionaria en la columna cromatografica (Knapp, 1979).

ac 9" o 0]
NP OH-—Si—CH m/z=416 )
f Y " =CHy T OSI(CH,),
] Aol G
GF O—5i—CH
o™ X : L. * HyC-5-07
j, - +
CH, [M-131]
m/z=285
TMCS
£ + BSTEA RO E2 DERIVATIZADO
Figura 6. Reaccion de la derivatizacion de 17p-Estradiol (E2).
[M-155]*
OH m/z=285
ol [ FHa
oA CHy—Si=CH [M-15]* _
m/z=425 Si(CH)s
?Hﬂ_ =
CF 5 c}—z:cH3 T CH,
3 Hy-C-S-
TMCS
EE2 + BSTFA —_— EE2 DERIVATIZADO
PIRIDINA

Figura 7. Reaccion de la derivatizacion de 17a-Etinilestradiol (EE2).
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4.2.1. Efecto del disolvente

En ensayos preliminares se realizé la derivatizacion de los esteroides unicamente con la
mezcla de BSTFA + 1 % TMCS y luego se adiciond piridina para evaluar el efecto del
disolvente. Sin utilizar disolvente, se forma un compuesto distinto al Di-TMS-EE2 (Figura 8a)
que podria disminuir la eficiencia de la reaccion y sesgar la cuantificacion ya que es un sub-
producto cuyo espectro de masas corresponde con el derivatizado de Estrona (Figura 8b).
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Figura 8. Cromatograma que muestra el subproducto distinto al Di-TMS-EE2,

correspondiente a Mono-TMS-E1 Estrona (a) y espectro de masas con estructura

derivatizada (b).

Sin embargo, la adicion de piridina a la mezcla de reaccion evita su formacién de
acuerdo con los resultados de Shareef et al. (2006), el uso de este disolvente impide la
conversion de silanol de TMS-EE2 hasta TMS-E1 (Figura 9).
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Figura 9. Cromatograma que muestra la desaparicion de Mono-TMS-E1lutilizando piridina.

Por lo tanto, el uso de piridina se considera en el desarrollo del método para ambos

esteroides aunque no hubo evidencia de este y otros subproductos con 17f3-Estradiol (E2).

4.2.2. Eficiencia del secado con nitrégeno

Se compardé la eficiencia de secado con nitrogeno y los tres disolventes con pardmetros
como: tiempo de secado y % de recobro asi como sus respectivas desviaciones estandar (DE) y
coeficientes de variacion (CV). En la tabla 2 se muestran los valores obtenidos para el disolvente
metanol el cual tuvo un mayor tiempo de secado y un recobro superior al 120 %; en lo que se
refiere a DE y CV fueron mayores que los otros dos disolventes quedando descartado. En cuanto
a los disolventes acetona y cloruro de metileno ambos tuvieron el mismo tiempo de secado y
recobros del 101 y 93 %, respectivamente; sin embargo, al comparar la DE y CV, el cloruro de
metileno presenta menor variacion entre repeticiones optando a ser empleado como disolvente

para los compuestos.
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Tabla 2. Comparacion de parametros de tres disolventes por secado con nitrogeno (n=4).

Disolvente t (min) R (%) DE Cv
Metanol 35 121 8.6 5.2
Acetona 27 101 41 4.0

Cloruro de metileno 27 93 3.2 3.4

t: tiempo, R (%): porcentaje de recobro promedio, DE: desviacion estandar, CV: coeficiente de variacion, n:

namero de observaciones.

4.3. Optimizacion de las condiciones de extraccion y reduccion del extracto

En la extraccion, los esteroides se retienen temporalmente en octadecilo (C1g) luego se
eluyen con un disolvente organico y posteriormente el exceso de disolvente se reduce para
concentrar los compuestos y facilitar su posterior derivatizacion. Las condiciones de la
extraccion y reduccion se optimizaron con el propdésito de incrementar su eficiencia como

se describe a continuacion:

4.3.1. Ajuste del volumen de elucion

La cantidad de disolvente organico necesario para eluir los esteroides se optimizo por
medio de un analisis de la distribucion de masa del compuesto subrogado (DDE), en
distintas fracciones (1 a 9), eluidas sucesivamente con 1 y 2 mL de cloruro de metileno. El
resultado muestra que la distribucion de la masa del DDE se concentra en mayor cantidad
en la primera fraccién y va disminuyendo en las posteriores fracciones (Figura 10). Por lo
tanto, se seleccion6 un volumen de 10 mL de cloruro de metileno y se obtuvo un recobro
del 89 % sumando el area absoluta de las fracciones. Con lo cual se reune el criterio de

ajuste recomendado por Thurman y Mills (1998).
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Figura 10. Distribucion de la masa del compuesto subrogado (DDE) en las fracciones

durante el proceso de elucion.

4.3.2. Evaluacion de las condiciones de reduccion en evaporador rotatorio

En el evaporador rotatorio, el exceso de disolvente se disminuye para concentrar los
compuestos y facilitar la cuantificacién por CG-EM. Las condiciones utilizadas son cominmente
las que recomienda el fabricante, sin embargo es necesario evaluar la eficiencia de recobro
cuando se pretende analizar concentraciones traza de los compuestos objeto de estudio, ya que en
esos niveles la determinacion implica mayor incertidumbre. La evaluacion se realizé6 mediante el
analisis directo (sin derivatizar) de una disolucion del subrogado (DDE) en cloruro de metileno
concentrada veinte veces, a tres temperaturas y presiones distintas por triplicado.

Los valores obtenidos a través de las condiciones aplicadas, muestran en general que los
porcentajes de recobro tienen un comportamiento similar, sin embargo para la eleccion de las
condiciones empleadas en el método analitico, se tomo como criterio las que implicaran % de
recobro aceptables y presentaran DE y CV menores. Por lo tanto, la condicion seleccionada
(Tabla 3) fue: la temperatura 35 °C, al obtener el 100 % de recobro y 6 % de variacion entre

repeticiones.
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Tabla 3. Valores de recobro obtenidos a distintas condiciones con extractos en cloruro de
metileno (n=3).

Condiciones Promedio
T(C) R (%) DE CcV
30 104 9.6 9.1
35 100 6.6 6.6
40 108 13.1 121

n: nimero de observaciones, T: temperatura, R (%): porcentaje de recobro promedio, DE: desviacién

estandar, CV: coeficiente de variacion.

4.4. Evaluaciéon del método analitico

Una vez optimizadas las condiciones de cada paso, el método de andlisis se aplico a la
curva de calibracion del método con el propésito de evaluar los siguientes parametros
analiticos de calidad, antes de aplicar el método a las muestras seleccionadas para la
determinacion. Consistié en muestras de agua ultrapura fortificadas con una mezcla de EE2
y E2, con siete y ocho puntos de concentracion respectivamente, y adicionadas con 2500 ng

mL™* del compuesto subrogado (DDE).

4.4.1. Eficiencia de la extraccion y la derivatizacién

La evaluacion de la eficiencia se basé en el método del subrogado, asi los recobros
obtenidos para cada nivel de ensayo consideran la variacion de cada etapa del tratamiento
(extraccion, reduccidn, secado y derivatizacion), el anélisis de la muestra y el efecto matriz.
Los resultados indican que los recobros son en promedio del 87 % con una DE + 6.33 y
coeficientes de variacion en su mayoria menores a 5.5 % (Tabla 4). Estos resultados son
consistentes con los reportados previamente por Filali et al. (2007), Velicu y Suri (2009),
Zhang et al. (2010) y Chimchirian et al. (2006).
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Tabla 4. Recobros promedio del subrogado en cada nivel de ensayo en la curva del método
analitico (n=2).

Muestra fortificada® R (%) DE CV
1 89 4.3 4.8
2 86 4.8 5.5
3 88 0.9 1.0
4 79 1.0 1.3
5 84 9.1 10.9
6 88 3.0 3.3
7 81 1.0 1.3

a

n: numero de observaciones, “: muestra fortificada con 2500 ng de DDE, R (%): porcentaje de recobro

promedio basado en estandar subrogado (DDE), DE: desviacién estandar, CV: coeficiente de variacion.

Estos recobros se calcularon por medio de la ecuacién C.1 (Anexo C), los cuales se
utilizaron para corregir el calculo de los limites de deteccién y cuantificacién y las

determinaciones de los esteroides en las muestras de agua analizadas.

4.4.2. Precision de la respuesta analitica

La precision de la respuesta analitica se midi6 con base a la repetibilidad del area
relativa (Area del esteroide derivatizado/Area del subrogado) en cada nivel de ensayo y
posteriormente se estimd la reproducibilidad en base a los resultados de repetibilidad
(Tablas 5 y 6). La repetibilidad para E2 oscilé entre el 81 y 100 % segun los distintos
niveles, en tanto que la reproducibilidad alcanzo el 90 % (se omiti6 el valor del nivel 8).
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Tabla 5. Repetibilidad y Reproducibilidad para E2 en el método analitico (n=4).

Dilucién AE2/ADDE Repetibilidad
Ensayo Ensayo Ensayo Ensayo Prom DE CV % %
1 2 3 4
1 0.056 0.056 0.066 0.067 0.061 0.006 10 90
2 0026 0.025 0.036 0.035 0.031 0.006 19 81
3 0025 0.025 0.023 0.024 0.024 0.001 4 96
4 0.02 0.018 0.018 0.018 0.019 0.001 5 95
5 0.009 0.008 0.007 0.007  0.008 0.001 12 88
6 0.007 0.005 0.006 0.005 0.006 0.001 17 83
7 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.000 0.0 100
Reproducibilidad
90

A E2/ A DDE: area absoluta de E2/ &rea absoluta de DDE (n=4), DE: desviacién estandar (n=4), CV:

coeficiente de variacion, Prom: promedio del coeficiente de variacion en las diluciones (n=7).

Tabla 6. Repetibilidad y Reproducibilidad para EE2 en el método analitico.

Dilucion A EE2/ A DDE Repetibilidad
Ensayo Ensayo Ensayo Ensayo Prom DE CV %
1 2 3 4 %
1 0.04 0.04 0.043 0.043  0.042 0.002 4 96
2 0.02 0.019 nc 0.023  0.021 0.002 10 90
3 0.013 0.014  0.017 0.018 0.016 0.002 15 85
4 0.014 0.014 o0.011 0.011  0.013 0.002 14 86
5 0.006 0.006  0.005 0.005 0.006 0.001 10 90
6 0.003  0.003  0.002 0.003  0.003 0.001 18 82
Reproducibilidad
88

A E2/ A DDE: area absoluta de EE2/ &rea absoluta de DDE (n=4), nc: no calculado, DE: desviacién estandar

(n=4), CV: coeficiente de variacidn, Prom: promedio del coeficiente de variacion en las diluciones (n=6).
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En cuanto a la repetibilidad para EE2 esta fluctud entre 82 y 96% segun los distintos
niveles probados, mientras que la reproducibilidad alcanz6 un 88 % (se excluyd el nivel 7).

4.4 3. Linealidad

Este parametro indica la bondad de la relacion lineal entre la respuesta analitica y la
concentracion. De esta manera; la linealidad de los esteroides se graficd a través de la respuesta
relativa promedio en cada punto de la curva, correspondiente a la concentracion. El analisis de
regresion muestra que la variacion de la respuesta analitica corregida por el estandar subrogado
es proporcional a la concentracion adicionada de esteroides con coeficientes de determinacion
(r%) para E2 (Figura 11a) y EE2 (Figura 11b) iguales a 0.9247 y 0.8245, respectivamente.
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Figura 11. Curva de calibracion del método analitico para los esteroides E2 (a) y EE2 (b).
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La evaluacion del ajuste de los puntos experimentales al modelo lineal se realizd
mediante un contraste estadistico de t de student que determina la significancia del
coeficiente de correlacién (r) (Anexo D). Los resultados mostraron que los puntos
experimentales para la sefial analitica relativa de los esteroides (Area del esteroide/Area del
subrogado) se ajustan significativamente a un modelo de regresion lineal en el rango de las

concentraciones analizadas (Tabla 7).

Tabla 7. Pardmetros analiticos de la curva de calibracion del método.

Esteroide n r r? Intervalo (ng L™)
E2 7 0.962 0.9247 5-100
EE2 6 0.908 0.8245 10 - 100

E2: 17B-Estradiol, EE2: 17a-Etinilestradiol, n: nimero de diluciones, r: coeficiente de correlacion, re:

coeficiente de determinacion. Los valores de r resultaron significativos (p<0.05) con t-cacuiado > t-tabulado (n-2)
(Miller y Miller, 2002).

4.4.4. Seleccidn del tipo de regresion

En regresiones lineales simples se asume comulnmente que la varianza (Var:
desviacion estandar al cuadrado) de la sefial analitica se mantiene constante con el
incremento de la concentracion (homocedasticidad). Sin embargo, diferentes autores han
encontrado que la varianza incrementa significativamente con el aumento de la
concentracion (heterocedasticidad) en el analisis de compuestos organicos por
cromatografia de gases (Medina 2010, Murillo 2010, Valle et al. 2010, Flores 2012). Esto
puede provocar sesgos en el calculo de los parametros de la recta de regresién y en los
limites de deteccion y cuantificacién, asi como en la determinacion de las concentraciones
de los analitos de interés. En su lugar, Miller y Miller (2002) sugieren la aplicacion de una
regresion ponderada, la cual brinda a cada punto una ponderacién inversamente
proporcional a la varianza respectiva y proporciona una ponderacion adicional a los puntos

de la curva donde las barras de error son més cortas.
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Los resultados de la evaluacion de la homocedasticidad mediante una prueba
estadistica de “F de Fisher” sugieren un comportamiento heterocedastico de la varianza a
través de los puntos experimentales de la recta, ya que al menos la varianza del punto
experimental con mayor concentracion difiere significativamente de aquellos con menor

concentracion (Fcaiculada > Frablas) (Tablas 8 y9).

Tabla 8. Evaluacion de la homocedasticidad de las varianzas para E2 (n=4).

Dilucién  Arelaiva DE Var Fealculada CONSECUtiVA®  Fealculada interdilucion®
1 0.061 0.006 3.6x107 nc 279
2 0.031 0.006 3.0x10° 1.18 35.2
3 0.024 0.001 1.3x10° 23.6 207.7
4 0.018 0.001 8.6x 107 1.49 0.04
5 0.008 0.001 8.1x107 1.06 0.00
6 0.006 0.001 8.3x107 0.99 0.00
7 0.002 0.000 3.9x10° 210.6 0.00

E2: 17p-Estradiol, n: nimero de observaciones, A eaiva: Promedio del Area del esteroide/Area del DDE
(n=4), DE: desviacién estandar, Var: varianza, Facuada: Valor de F de Fisher calculada como varianza de la
dilucién mayor/ varianza dilucién menor: 1/2, 2/3, 3/4, 4/5, 5/6, 6/7, 7/8 y °1/3, /2/4, 5/7, 6/8), nc: no

calculado.

Tabla 9. Evaluacion de la homocedasticidad de las varianzas para EE2 (n=4).

Dilucién  Avelativa DE Var Fealculada CONSECUtiVA®  Feajculada interdilucion®
1 0.042 0.001 1.1x10° nc 0.33
2 0.016 0.005 2.6x10° 0.04 39.28
3 0.016 0.002 3.2x10° 8.07 50.72
4 0.013 0.001 6.5x107 4.86 0.02
5 0.005 0.000 8.8x10° 7.42 0.00
6 0.003 0.000 2.6x10° 34.37 0.00
7 0.004 0.000 1.7x107° 1.48 0.00

EE2: 17a-Etinilestradiol, n: nimero de observaciones, A eaiva: promedio del Area del esteroide/Area del
DDE (n=4), DE: desviacion estandar, Var: varianza, Fcacuada: Valor de F de Fisher calculada como varianza
de la dilucién mayor/ varianza dilucién menor: ®1/2, 2/3, 3/4, 4/5, 5/6, 6/7, y °1/3, /2/4, 5/7, nc: no calculado.
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El valor F de tablas 3,3 fue de 15.44 con un nivel de significancia de 0.05 siendo
menor que las Fcaculada CONSecutiva (Varianza de la dilucion mayor/Varianza de la dilucion
menor), por lo tanto se rechaza la hipdtesis nula y se acepta que el comportamiento de las

varianzas es heterocedastico (hipdtesis alterna).

De acuerdo con el resultado anterior se realizo la regresion ponderada para los puntos
experimentales de cada esteroide (Anexo E) siguiendo el procedimiento descrito por Miller
y Miller (2002), esto resultados se muestran en la tabla 10.

Tabla 10. Pendiente y ordenada al origen ponderados de las curvas de calibracion del método.

Esteroide My bw
E2 0.00058 -0.0000095
EE2 0.00035 -0.000040

E2: 17p -Estradiol, EE2: 17a- Etinilestradiol, m,,: pendiente ponderada, b,,: ordenada al origen ponderada.

4.4.5. Limites de deteccidn y cuantificacion

Los limites de deteccion y cuantificacion se calcularon a partir de la regresién
ponderada mediante las ecuaciones F.1 y F.3 (Anexo F). Los valores encontrados
consideran la variabilidad y la eficiencia de cada etapa del método de andlisis (Tabla 11) y
tienen un orden de magnitud similar a los reportados previamente en otros estudios sobre
agua (Wang-Hsien et al. 2003, Chimchirian et al. 2006, Zhou et al. 2009).

Tabla 11. Limites de deteccion y cuantificacién del método (ng L™).

Esteroide n LDM LCM
E2 7 1.0 3.0
EE2 6 3.0 10

E2: 17B-Estradiol, EE2: 17a-Etinilestradiol, n: namero de diluciones, LDM: limite de deteccién del método,

LCM: limite de cuantificacion del método.

(39]



4.5. Determinacion de esteroides en muestras de agua

El anélisis por CG-EM de las muestras de agua embotellada, mostrd la presencia de
uno o dos esteroides en cada una de las marcas y Unicamente se detectaron y cuantificaron
simultdneamente los dos esteroides en dos de ellas, en cuanto a las muestras del agua
potable no se logrd la cuantificacién (Tabla 12). Las concentraciones encontradas fueron
calculadas con la ecuacion G.1 (Anexo G) y tienen un orden de magnitud similar a los
reportados previamente por Velicu y Suri (2009) y Zhou et al. (2008) en aguas superficiales

y por Becerril (2012) en agua de manantial.
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Tabla 12. Concentraciones de esteroides (ng L™) en muestras de agua.

Tipo de muestra NGmero de muestra E2 (CV)? EE2 (CV)° R (%)°
Agua embotellada 1( i.l.d. i.ld. 120
2(1) 12.8 (87.2) 37.3(0.1) 109
31 i.l.d. i.l.d. 107
4 (1) i.l.d. 85.2 (51.8) 111
5 (1) i.l.d. i.l.d. 80
6 (1) 3.9(0.1) i.l.d. 74
7(1V) i.l.d. i.l.d. 72
8 (IV) 571.0 (3.4) 185.8 (5.9) 68
9 (V) 170.9 (2.2) 1396.6 (71.5) 132
10 (V) 74.8 (1.5) 69.3 (0.3) 131
11 (V1) 355.7 (0.7) 129.3 (4.9) 148
12 (VI) 36.4 (1.4) 984.8 (57.6) 129
Agua potable
13 i.l.d. i.l.d. 94
14 i.l.d. i.l.d. 88
I: marca uno sin lote, Il: marca dos mismo lote, I1l: marca tres diferente lote, IV: marca cuatro mismo lote,

V: marca cinco sin lote, VI: marca seis sin lote, a,b n=2, ¢, n=3, i.1.d: inferior al limite de deteccion, E2: 17f3-
Estradiol, EE2: 17a-Etinilestradiol, R (%):) porcentaje de recobro promedio basado en estandar subrogado

(DDE), DE: desviacién estandar, CV: coeficiente de variacion

Las muestras de agua potable, a pesar de que se encontraron los dos esteroides, su
cuantificacion se dificulté debido a que las concentraciones quedan por debajo de los
limites de deteccidon. Si se considera que el agua de la red municipal de la zona
metropolitana contiene mayor cantidad de materia organica, esto pudo dificultar la
retencion de los esteroides en la fase del cartucho y la derivatizacién de los mismos.
Conjuntamente es posible que una buena proporcion de los compuestos se encuentren en

forma metabolizada, esto lo reporta Desbrow et al. (1998) y Chimchirian et al. (2006)
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debido a la presencia de sales, 6xidos, bases y acidos y a la reaccidn que ocurre durante el
tratamiento del agua. Ademas los procesos de tratamiento no son tan exhaustivos y
eficientes como se hace con el agua comercial para su purificacion. Asi mismo, hay que
sefialar que es una representacion de una muestra pequefia proveniente de un solo sitio de

muestreo.

Por otra parte resulta preocupante la presencia de estos compuestos en las muestras de
agua embotellada, ya que en los altimos afios la poblacion del pais ha incrementado el
consumo de este producto, generando que la exposicion potencial a estos compuestos sea de
manera directa y prolongada, convirtiéndose en un posible factor detonante de efectos
adversos al sistema endocrino de las personas, que a pesar de la escasa informacién con la
que se cuenta en cuanto a los efectos a la salud en humanos, representa un riesgo a la salud
humana, ya que se tiene referencia que en especies menores, concentraciones de hasta 1 ng
L son capaces de producir cambios a nivel reproductivo y morfolégico (Bila y Dezotti.
2007, Barcel6 y Lopez. 2008). Por lo que resulta de gran importancia que se contemplen

normativas para regular estos compuestos en este tipo de agua.
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5. Conclusiones

-Se logré desarrollar una metodologia confiable que estandarizd las condiciones en el
procedimiento analitico, mismas que favorecieron el analisis quimico de los disruptores
enddcrinos en el equipo de Cromatografia de Gases acoplado a Espectrometria de Masas (CG-
EM) para su determinacion en muestras de agua embotellada e identificacion en muestras de agua
potable.

-La técnica de extraccion en fase sélida facilitd la concentracion en un volumen cerca
de 200 veces mas bajo que la cantidad de muestra inicial, lo cual favorecio la deteccion por

el sistema cromatografico.

-El acople de la cromatografia de gases a espectrometria de masas brindo informacion

estructural que ayudd a la identificacion mas confiable de los esteroides derivatizados.

-La derivatizacion por medio de BSTFA + TMCS vy la piridina, resultd ser un
procedimiento que favorecio el analisis de los esteroides 17p-Estradiol y 17a-Etinilestradiol
por medio de la cromatografia de gases acoplado a la espectrometria de masas, ya que les

proporciono volatilidad e incrementd la estabilidad térmica de los compuestos.

-EI método desarrollado cumple con los criterios de control de calidad requeridos para
la determinacion confiable de 17B-Estradiol y 17a-Etinilestradiol en muestras de agua
comercial, ya que la eficiencia del recobro, basada en el estandar subrogado, tuvo un
promedio de 87 %. La repetibilidad para E2 fue de 81 a 100 % y una reproducibilidad del
90 %, en cuanto a EE2 la repetibilidad fluctu6 entre 82 y 96 % mientras que la
reproducibilidad alcanz6 un 88 %.

-Los limites de deteccidn y cuantificacion de los dos esteroides fueron similares al

orden de magnitud que las concentraciones en muestras de agua reportadas previamente.

-La aplicacion del método analitico optimizado favorecio la determinacion de uno o

los dos esteroides en todas las muestras de agua de distintas marcas comerciales.
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-Sin embargo el método no fue tan preciso para las muestras de agua potable, a pesar
de haberse detectado los compuestos en las dos muestras por medio del equipo, su

determinacion se vio sesgada por la complejidad de la misma muestra.

-La identificacion y determinacidn de estos compuestos en estos tipos de agua, brinda
informacion a las autoridades y a la ciudadania sobre los posibles riesgos a la salud y
muestra antecedentes de la presencia y niveles base que podrian ser considerados en futuras

acciones de control, o bien para implementar nuevas metodologias.
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6. Recomendaciones

-Seria recomendable en las muestras de agua embotellada probar el método analitico

en diferentes volumenes ya que las marcas comerciales cuentan con varias presentaciones.

-En las condiciones de extraccion se podria mejorar el control de la presion en el
momento del paso de la muestra a través de los cartuchos Cg de la fase solida, también se
podrian utilizar cartuchos con mayor cantidad de fase solida a fin de comparar los
resultados.

-Se podrian realizar ensayos para conocer el tiempo necesario en el secado del

cartucho.

-En cuanto a la determinacién en muestra de agua potable seria recomendable para
disminuir el efecto de matriz de la muestra optimizar la etapa de limpieza y filtracion de la

misma.

-Se podria ampliar el namero de muestras experimentales de agua potable asi como
generar muestras de referencia con rangos de concentraciones bajas, intermedias y altas y

de esta manera, tener criterios de comparacién para su posible determinacion.
Perspectivas

-Continuar con la optimizacién de condiciones de las etapas del método analitico para

obtener limites de deteccidén y de cuantificacion menores a los obtenidos.

-Ya que la EE2 forma parte de ingrediente activo de las pastillas anticonceptivas
habria que concientizar a la poblacién acerca de la probleméatica ambiental y sus posibles

riesgos a la salud humana, para racionar el uso y consumo de esta hormona.

-En el caso de la hormona E2, siendo un compuesto endogeno y a que la liberacion al
ambiente no es de forma intencionada, deberian de promoverse iniciativas para que las
autoridades encargadas del tratamiento y calidad del agua, incluyan estos compuestos entre
los parametros normados y se implementen nuevos tratamientos para disminuir su presencia

en agua embotellada y agua potable.
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8. Anexos
Anexo A. Preparacion de disoluciones de trabajo

Para la elaboracion de las soluciones madre (SM) de los esteroides se pesO en una
balanza Sartorius (SE 2-F) 1, 2.7 y 2.0 mg de los compuestos 17B-Estradiol (E2), 17a-
Etinilestradiol (EE2) y compuesto subrogado (DDE), respectivamente, se colocaron
independientemente en matraces aforados y se diluyeron en 10 mL con cloruro de metileno
(CM) grado HPLC (Fermont), de esta manera se obtuvieron la SM1 (E2), SM2 (EE2) y
SM3 (DDE) las cuales se almacenaron a -20° C, todo esto en base a lo propuesto por
Bowden et al. (2009).

Para la elaboracion de los ensayos de derivatizacion, extraccion en fase solida y la
curva de calibracion del método se utilizaron soluciones de menor concentracion, la primera
de ellas fue la solucion de trabajo de esteroides (STE), disolucién con la mezcla de los dos
esteroides preparada a una concentracion de 2 pug mL™. Para ello se tomaron volimenes de
0.2 mL y 0.08 mL de la SM1 y la SM2, respectivamente y se diluyeron en 10 mL con CM.
La siguiente fue la solucion de trabajo del compuesto DDE (STD) de una concentracion de
5 ug mL™, para lo cual se tomé un volumen de 0.25 mL de la SM3 y se diluyo en 10 mL

con el mismo disolvente, almacenandose de la misma manera que las SMs (Tabla 13).

Tabla 13. Concentracion de las soluciones madre y soluciones de trabajo.

Compuesto SM (1,2,3) mg mL" STE ug mL™* STD ug mL™
E2 1 2
EE2 2.7 2
DDE 2 5

E2: 17B-Estradiol, EE2: 17a-Etinilestradiol, DDE: compuesto subrogado, SM: solucién madre, STE:

solucién de trabajo de esteroides, STD: solucion de trabajo del estandar subrogado DDE
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Anexo B. Disoluciones de trabajo para la curva de calibracion del método

Se prepararon disoluciones de trabajo de la curva de calibracion del método (STCM)
para los puntos de dilucion de la misma. Estas se enumeraron en 1, 2 y 3 siguiendo un

orden de mayor a menor concentracion.

Para la STCM1 se tomd una alicuota de 1.25 mL a partir de la STE y se diluyé en 5
mL con CM, a partir de esta solucion se tomaron alicuotas de 0.2 mL para el punto 1y 0.15
mL para el punto 2, mientras que para el punto 3 se tomaron 0.1 mL. En la preparacion de
la STCM2 se utiliz6 un volumen de 0.4 mL de la STCM1 y se diluy6 en 2 mL con CM que
sirvio para los puntos 4, 5 y 6 tomando alicuotas de 0.25,0.15 y 0.1 mL, respectivamente; y
finalmente para la STCM3 se empleo un volumen de 0.2 mL de la STCM2 la cual se diluyé
a 2 mL con CM, siendo empleada para las diluciones 7 y 8 utilizando 0.5 y 0.1 mL. Las
concentraciones de las soluciones y de los puntos de dilucion se muestran en la Tabla 14,
cabe resaltar que a estos puntos de dilucién se les adicion6 0.5 mL de la solucién STD y se

aforaron a 1 L™ con agua ultrapura.

Tabla 14. Puntos de dilucion de la curva de calibracion del método.

Dilucion ~ STCM1 (500 ng mL™) STCM2 (100 ng mL™) STCM3 (10 ng mL™)

1 100

2 75

3 50

8 1

STCM: solucidn de trabajo para la curva de calibracion del método.
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Anexo C. Eficiencia de la extraccion y la derivatizacion

Para determinar la eficiencia de las etapas que conforman el método, se evalud el
porcentaje de recuperacion por medio del estandar subrogado DDE, mismo que se utilizé
para monitorear todo el procedimiento, con el supuesto de, lo que le ocurriera al DDE le
ocurriria a los esteroides. Para ello se prepard una solucion de referencia, tomando 0.2 mL
de la STD y se colocé en viales de 2 mL y se analizaron directamente en el CG-EM. Se
compararon las sefiales analiticas de las muestras con la sefial de sus respectivas

referencias, determinando asi el porcentaje de recobro mediante la siguiente ecuacion:

R (%) = (Y) / (Y, x F.c) x 100 (Ecuacion C.1)
Donde:

R (%) -porcentaje de recobro

Y -area absoluta de la muestra

Y, .area absoluta de referencia

F.c -factor de correccion

[55]



Anexo D. Evaluacién de la linealidad de la curva de calibrado

Tabla 15. Evaluacién de la linealidad de la curva de calibrado

*

Esteroide n tealculado
E2 8 7.87
EE2 7 4.35
E2: 17B-Estradiol, EE2: 17a-Etinilestradiol, Cuando t calculado \(/E) > t tabulado (n-2) existe correlacion lineal
rvn-2

significativa entre la respuesta y la concentracién con t.qcuiado = oz Y tiabulado (N-2, 95%) = 2.45 (n=7) y 2.57
(n=6).
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Anexo E. Regresion lineal ponderado.

De acuerdo a los resultados de la prueba “F de Fisher”, se obtuvo la ecuacion de la recta de
cada esteroide corregida por el compuesto o estandar subrogado, mediante una regresion
ponderada teniendo como base el calculo de la pendiente (Ecuacion E.1) y la ordenada en el

origen ponderada (Ecuacion E.2).

mw:m—zn;? (Ecuacion E.1)
b,=y,,~ MXy (Ecuacion (E.2)
Donde:

My -Pendiente ponderada.

bw -Intercepto ponderado con el eje de las ordenadas.

Wi -Factor de ponderado de la iésima dilucién (Ecuacion E.3)
Xi -Concentraciones de Esteroides corregidas por purezay recobro

(compuesto subrogado)

Vi -Area relativa del esteroide.

. . Gy = _ ZiWiX

Xw -Centroide ponderado de “x”, dado por X, = -

y -Centroide ponderado de “y”, dado por y = 2V

Yo p Y’ por y ==

n -Numero de diluciones que forman la curva.
52

Wi =—5 Ecuacion (E.3)
2

Donde:

Wi -Factor de ponderado de la iésima dilucion.

57 -Inverso de la varianza de las areas bajo la curva de la iésima

(57]



dilucion.

-Numero de diluciones que forman la curva.
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Anexo F. Limites de deteccion y cuantificacién ponderados.

Una vez calculados los pardmetros ponderados, se determinaron los limites de deteccion y

cuantificacion (Ecuacion F.2 y F.4 respectivamente).

LD;=y,+3Sp
_ LD;j-ay

LDI= oo

LCi=y,+10Sg

LCI= Lfn—bw

Donde:

LD;

LDI

LC;

LCI

VB

S

1

~\2)2
Zi i\YiYi
Sy/xw:{ WIE};Y)}

Donde:

Sy/xw

(Ecuacion F.1)

(Ecuacion F.2)

(Ecuacion F.3)

(Ecuacion F.4)

-Sefal del instrumento significativamente diferente de la sefial del
blanco.

-Limite de deteccién instrumental del esteroide en ng mL™.

-Sefal del instrumento significativamente diferente de la sefial del
blanco.

-Limite de cuantificacion instrumental del esteroide en ng mL™,
-Sefial del blanco. Igual al valor del intercepto ponderado (by).

-Desviacién estandar de la sefial del blanco. Se representa como el

valor del estadistico S, . Se calcula con la ecuacion F.5

(Ecuacion F.5)

- estadistico estima los errores aleatorios en direccion y
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2i

Wi

Vi

=0

S\]i:(xi me)+bw

Donde:

=<

Xi

My

-sumatoria
-Factor de ponderado de la iésima dilucion
-Area relativa del esteroide

-Valores de “y” ajustados y calculados con los valores individuales

de X, se calcula de acuerdo con la ecuaciéon F.6

(Ecuacion F.6)

-Valores de “y” ajustados y calculados con los valores individuales

de x,

-Concentraciones de Esteroides corregidas por purezay recobro

(compuesto subrogado)
-Pendiente ponderada.

-Intercepto ponderado con el eje de las ordenadas.
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Anexo G. Determinacion de las concentraciones de esteroides en agua.

C (ng L= [(Yi corregida por Yib x Concentracion corregida por Recobro) / R (%)
en I\/Iexperimental] XR (%) en Mreferencia x 100
(Ecuacion G.1)

La concentracion corregida por recobro fue dada por:
C= Concentracion en Myeserencia X Volumen de aforo / Recobro (Ecuacion (G.2)

El area relativa corregida por blanco de campo fue dada por:

Area relativa corregida por blanco=  Yi - Yib (Ecuacion (G.3)
Donde:

C(ngL™ -concentracion en nanogramos por litro

Yi -area relativa del compuesto esteroide.

Yib -area relativa del blanco

Mexperimental -muestra experimental

M eferencia -muestra de referencia (100 ng L'l)

R (%) -porcentaje de recobro
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