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RESUMEN
La 9,10-Fenantrenoquinona (9,10-FQ) es un compuesto de interés toxicolégico ya
gue se ha encontrado que puede ser nocivo para el ambiente y la salud humana, se
ha reportado que su inhalacion puede causar inflamaciones en las vias respiratorias,
alergias, asma y cancer a largo plazo, sin embargo, su monitoreo y regulaciéon se
ha dificultado por que la determinacién de esta molécula en compartimientos
ambientales representa un desafio analitico debido principalmente a que se
encuentra en concentraciones traza y dentro de una mezcla quimica compleja de
otros numerosos componentes que pueden sesgar su identificacién y cuantificacion.
En este trabajo se realiz6 una investigacion bibliografica con el propdsito de revisar
distintos métodos cromatograficos acoplados a espectrometria de masas y otros
detectores que han sido aplicados o podrian ser de utilidad para la identificacion y
cuantificacion de la 9,10-FQ en muestras ambientales, principalmente en aire

urbano.

En este mismo documento se presentan y se integran, dentro de la discusion,
resultados obtenidos a través ensayos de laboratorio preliminares, con disoluciones
estandares de la quinona, utilizados para observar el efecto de la temperatura de
inyeccion en cromatografia de gases y el funcionamiento y utilidad de la
espectrometria de masas en impacto electrénico y ionizacibn quimica para
confirmar la estructura de la molécula. La investigacion bibliografica muestra que
hay distintos métodos para la determinacion de esta y otras quinonas, se encontrd
gue los parametros que mas difieren entre técnicas son la sensibilidad, resolucién y
sencillez. A pesar de las limitaciones entre meétodos propuestos tanto en
cromatografia de gases como en liquidos, la 9,10-FQ se ha determinado en
muestras de aire en distintos paises, sin embargo, hay todavia discrepancia por el
uso de la derivatizacibn en cromatografia de gases. Entre los métodos mas
promisorios, se resaltan aquellos que involucran ionizacion quimica e incluyen
espectrometria de masas tandem en particular por el grado de selectividad que se

podria alcanzar.
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1. INTRODUCCION

1.1. Antecedentes y Justificacién
La 9,10-Fenantrenoquinona (9,10-FQ) es una sustancia de interés toxicologico muy
Importante, ya que se encuentra con frecuencia en el ambiente y particularmente en
las atmosferas urbanas. En general, las quinonas son compuestos altamente
reactivos y toxicos, capaces de incrementar el estrés oxidativo celular al elevar las
concentraciones de peroxido de hidrogeno intracelular, por eso se considera que
esta quinona en el medio atmosférico puede estar implicada en el desarrollo de
padecimientos respiratorios. En comparacion con su precursor, el fenantreno, se ha
reportado que la inhalaciébn de la 9,10-FQ causa varias enfermedades como
inflamaciones en las vias respiratorias, alergias, asma y puede causar cancer a
largo plazo (Yoshito 2002) también se ha sustentado posibilidades de modificar la
replicacion del ADN por estrés oxidativo (Hernandez 2016) (Chesis 1984) y actuar
como inhibidor de enzimas (Kumagai 1998). Se ha demostrado que desarrolla
efectos citotoxicos tanto in vitro como in vivo (Yang 2018), ademas en estudios
bioldgicos se ha reportado que la toxicidad especifica de la cepa de 9,10-FQ puede
resultar del estrés oxidativo (Tukaj 2007). También se sospecha que es un agente
genotoxico de la fraccidén organica del material particulado del escape de diésel, por
otro lado, se han reportado rutas de biotransformacion mediante bacterias para
conocer sus productos, lo cual fue favorable si consideramos que en el suelo se

podria degradar naturalmente (Kanaly 2013).

En el aire ambiente, este compuesto proviene de la fotoxidacion de la posicion 9y
10 del fenantreno (un contaminante ambiental comudn perteneciente a los
hidrocarburos aromaticos policiclicos, HAPS), involucrando un proceso de fotdlisis.
Estudios de formacion sugieren que las reacciones diurnas del fenantreno en fase
gaseosa son iniciadas por OH" y durante la noche iniciadas por NOs", estos pueden
ser fuentes significativas de esta quinona en atmdsferas ambientales (Wang 2007).
Puede ser también emitida directamente por combustibn incompleta de

combustibles fosiles, en areas urbanas se atribuye principalmente a los motores que

1
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usan gasolina, diésel y algunos otros combustibles (Yang 2018) incluso se reporta

gue se encuentra en el aire de arenas petroliferas (Wnorowski 2017).

La determinacion de la 9,10-FQ en muestras biol6gicas y ambientales es de suma
importancia para evaluar su presencia y proponer acciones destinadas a controlar
sus niveles en el ambiente. Aunque el riesgo que representan para la sostenibilidad
de ecosistemas y la salud humana es alta, esta quinona es todavia escasamente
estudiada. Una de las principales razones es que se encuentran en niveles traza, lo
cual implica un reto mayor para su extraccion y analisis, ya que los compartimentos
ambientales y en particular el aire que respiramos contiene una mezcla
guimicamente muy compleja que dificulta su separacion de la matriz de la muestra

y su identificacion entre otras numerosas sustancias

Los precursores (los HAP) de las quinonas se regulan, monitorean y analizan de
manera cotidiana en el ambiente, sin embargo, son todavia escasos los estudios
que informen sobre concentraciones ambientales de quinonas. Debido
principalmente a las bajas concentraciones y su inestabilidad se sabe relativamente
poco sobre sus niveles en muestras de aire ambiental (EPA 1999; Wnorowski 2017;
Kishikawa 2006; A. E. Fernandez 2008). La principal razén de su inestabilidad es
que estas moléculas contienen grupos carbonilos. El analisis de este grupo
funcional, en cromatografia de gases es frecuentemente limitado por la naturaleza

polar, reactiva y semivolatil de estos compuestos.

Entre las distintas técnicas que se han empleado para la determinacion de la 9,10-
Fenantrenoquinona en muestras de aire la mas frecuente es la cromatografia de
gases acoplada a masas (CG-EM) (Cho 2004; Toriba 2016), la cual separa
eficientemente la mezcla y brinda informacion estructural de la molécula. Otra
técnica que ha mostrado promisorios resultados es la Cromatografia de Liquidos de
Alto Desempefio (HPLC por sus siglas en inglés) acoplada a espectrometria de
masas y otros detectores (Kishikawa 2010), sin embargo, las dos técnicas aun

muestran dificultades para el analisis confiable de la molécula.



Una de las dificultades mayores para el andlisis de la 9,10-Fenantrenoquinona en
muestras de aire tiene que ver precisamente con la degradacion térmica que puede
experimentar en el puerto de inyeccion del cromatégrafo de gases, debido a que es
una molécula termolabil, por lo que, se requiere una modificaciébn quimica para
mejorar la confiabilidad de su determinacién, sin embargo, esto podria incrementar
la variabilidad de su andlisis ya que se encuentra en niveles ambientales traza, por
otro lado su determinacién por cromatografia de liquidos presenta una menor
resolucién y puede experimentar coelucion de picos o supresion de sefiales en los
andlisis debido a que es una muestra compleja, también requiere una modificacién
quimica ya que los detectores implementados en esta técnica requieren
propiedades especificas que la molécula no posee, incrementando la variabilidad

del anélisis.



1.2. Objetivos
1.2.1. General

Evaluar el uso de técnicas cromatogréficas acopladas a masas para la
determinacion de la 9,10-Fenantrenoquinona mediante una investigacion

bibliografia y el analisis de ensayos preliminares

1.2.2. Especificos

e Realizar una investigacion bibliografica de los métodos cromatograficos que
se han utilizado para el analisis de la 9,10-Fenantrenoquinona en muestras
de aire.

» Presentar e integrar, dentro la discusion, los resultados obtenidos a través
ensayos de laboratorio preliminares utilizando disoluciones estandares de la
quinona.

e Seleccionar, entre las distintas aplicaciones revisadas, la combinacion de
técnicas, procedimientos y condiciones mas promisorios para el analisis
confiable de la 9,10-Fenantrenoquinona en muestra de aire.

e Proponer un protocolo para la identificacion y cuantificacion de la 9,10-

Fenantrenoquinona en particulas respirables suspendidas en el aire.



2. MARCO TEORICO

2.1. Quinonas

Las quinonas por naturaleza son ubicuas, se pueden encontrar de forma natural ya
gue son muy abundantes en el reino vegetal, se pueden localizar en plantas, hongos
y bacterias (Monks y Jones 2002), también juegan un papel muy importante en la
fotosintesis, asi como en la coagulacion de la sangre en algunos animales (J.Barber
1998), pero también pueden provenir de fuentes antropogénicas (Keyte 2013), y
reacciones secundarias de sus precursores los hidrocarburos aromaticos
policiclicos (HAP). Son moléculas organicas que reaccionan como compuestos ao.,f3
insaturados (Gutsche 1979), generalmente semivolatiles, y pertenecientes a la clase
de Hidrocarburos Policiclicos Aroméaticos Oxigenados (HPAO). Como su nombre lo
indica son derivados de compuestos aromaticos como benceno, naftaleno,
fenantreno o antraceno, mediante la conversién de un niamero par de grupos -CH=
en grupos carbonilo con cualquier reordenamiento necesario de dobles enlaces,
dando lugar a una estructura de una diona ciclica conjugada (Griesbaum 2000). Las
qguinonas se caracterizan por presentar, en comparacion con sus precursores de
HAP, mayor masa molecular y solubilidad en agua, ademas de menores presiones
de vapor.

La estructura de las quinonas tiene dos grupos carbonilo en un anillo insaturado de
seis atomos de carbono, situados relativamente en posiciones "orto " o "para "
(Sousa 2016), sin embargo, el término quinona también se utiliza de manera mas
general para una gran clase de compuestos que se derivan de las quinonas
aromaticas mediante la sustitucion de algunos atomos de hidrégeno por otros
atomos o radicales (Griesbeck 2006). Algunas especies de quinonas son
importantes desde el punto de vista biologico (Ege 2000), otras se pueden usar
como colorantes o reactivos, hay quinonas relacionadas con vitaminas mientras que
otras son empleadas para el area médica (Newman 2012) en algunos farmacos
(Cedron 1998). Por el contrario, hay quinonas toxicas para los humanos e incluso

para el medio ambiente (Charlson 1992), asi pues, la exposicion humana a las



quinonas por lo tanto se puede ocasionar por dieta, clinicamente o mediante

contaminantes trasportados por el aire.

Las quinonas que provienen de los HAP suelen permanecer como contaminantes
ambientales ya que se generan cuando se foto-oxidan con la luz solar y hace que
sea una fuente importante de exposicion para los humanos (Monks y Jones 2002).
Las quinonas son reactivas en la atmosfera y a organismos vivos debido a sus
propiedades electrofilicas (Lopez 2015), por esta razon en las ultimas décadas han
sido un foco de atencién muy importante debido a sus propiedades nocivas y su
presencia en el ambiente conlleva a elevados riesgos a la salud ya que pueden
relacionarse con enfermedades, en especial las quinonas generadas por HAP son
sumamente perjudiciales ya que se ha comprobado que pueden inhibir el
crecimiento celular, causar mutaciones, y llegar hasta enfermedades como cancer
a través de la generacion de especies reactivas de oxigeno a través de su ciclo

redox en el cuerpo humano (Huang 2014).

Desde el punto de vista toxicoldgico, las quinonas poseen dos propiedades
guimicas que le confieren su reactividad en sistemas biologicos, estas son oxidantes
y electrofilos. Dependiendo de la estructura quimica estas propiedades contribuyen
relativamente a su toxicidad (Monks y Jones 2002); por lo que es importante
monitorear las quinonas que existen en el medio ambiente. Dada la importancia de
las quinonas, su medicidén es necesaria tanto ambiental como a partir de fuentes de

combustion.

2.2. Propiedades fisicoquimicas importantes para su analisis
La 9,10-FQ es una quinona que presenta los grupos carbonilo situados en la
posicion 9 y 10 del Fenantreno, lo que resulta en una orto-quinona (figura 1), su

férmula molecular es C14HsOz2, con un peso molecular de 208.2121 (NIST 2018).

Las quinonas son compuestos interesantes que tienen caracteristicas Unicas y
varias funciones importantes. Todas las quinonas poseen una coloracidon que va

desde un color amarillo palido hasta rojo al negro, por esta razén se han utilizado
|
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como colorantes, en especial las orto-quinonas tienen un color mas intenso debido

a los cromoforos y la dispersion conjugada de los dobles enlaces de la molécula.

Figura 1. Estructura de la 9,10 Fenantrenoquinona

La 9,10-FQ suele ser fisicamente agujas de color rojo-anaranjado, con un
coeficiente de particion octanol/agua (log Kow) de 2.52 (Hansch 1995). Los
compuestos con log Kow menor a 1 se consideran altamente hidréfilos y los que
tienen un log Kow superior a 3-4 se consideran hidrofébicos (Mitra 2003), la 9,10-FQ
se encuentra en un punto medio, esto sugiere es que en la molécula se encuentra
una parte insoluble al agua (el fenantreno) y sus grupos carbonilo son polares por
lo que esta parte seria hidrofilica (Hansch 1995). Tiene una presion de vapor de
2.33x10% a 298 K (Howard y Meylan 1997) y su constante de Henry se encuentra
clasificada dentro de las moléculas semivolatiles: volatiliza lentamente para 3x10”7
< H < 1x10° atmem3/mol, (Mitra 2003), esto significa que la molécula consta de 2
partes como ya se mencion0, en este caso el fenantreno es la parte volatil y la diona
es la parte que es menos volatil. Esta constante cuantifica la tendencia relativa de
un compuesto a permanecer en forma de moléculas de vapor en contraposicion a
estar disuelto en agua, aunque para otros autores la molécula se considera con baja

volatilidad debido a su bajo nivel de la constante de Henry (Meylan 1991)



La solubilidad de esta molécula en agua es de 7.5x10% ug/L y 2.17 x 10* ug/L a
25°C (Santos 2017), lo que refiere a que es soluble en agua, pero otras fuentes
bibliograficas llegan a mencionar que es insoluble en agua (Chemical Book s.f.). En
cambio en etanol su solubilidad es de 1 mg/ml, lo que significa que es ligeramente
soluble, en agua hirviendo, éter dietilico, y en &cido acético glacial caliente
(Griesbaum 2000) es facilmente soluble y etilenglicol metil-eter es de 7 mg/ml,
también suele ser soluble en acido acético, acetonitrilo, acido sulfdrico, benceno,
éter (FJ 1990) (O'Neil 2006), lo que indica que se disuelve mejor en disolventes

organicos.

2.3. Propiedades fisicoquimicas importantes de su presencia en
el ambiente

La 9,10-FQ suele ser una molécula muy estable en el ambiente debido a su
distribucion y conjugacion de sus dobles enlaces, tiene una valor de Kow que esta
en un punto medio y en el ambiente los compuestos quimicos con valores altos de
Kow tienden a acumularse en las porciones lipidicas de los organismos y a
concentrarse en suelos y sedimentos, por el contrario, los compuestos con bajos
Kow tienden a distribuirse en el agua o aire (civil 2020), lo que explica por qué afecta
a animales como a humanos y su permanencia en el ambiente, ya que se ha
encontrado tanto en el agua como en el aire por su Kow ya sefialado y también se le

puede atribuir a su constante de Henry.

2.4, Origen y formacion
La 9,10-FQ es una molécula que se puede obtener sintéticamente en un laboratorio
mediante diversas reacciones, se puede formar a partir de la oxidacion del
fenantreno mediante diversos meétodos, puede ser mediante la oxidacion del
fenantreno con acido cromico en acido acético o en acido sulfurico (Clar 1964),

mediante trioxido de cromo en &cido sulflrico, también con una reaccidon de


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/benzene

bromocromato y cetiltrimetilamonio con irradiacion de microondas, y con &cido

acético y acido yaédico (figura 2) (Cannon 2019).

También se deriva a partir de la oxidacion de fenoles, en donde los grupos C-OH se
oxidan a grupos carbonilo (C=0). Se puede obtener (figura 3) a partir 2,2'-
bifenildicarboxaldehido irradiandolo a través de una lampara de vapor de mercurio
usando disolventes como la acetona y el perdxido de benzoilo durante 72 horas
(Hawthorne 1963).

CI'O:;, HzSO4
H,0, A B
KzCI'207, HzSO4 - 0
H,0 -
(0]
(I:I
® o? |r\ ] 0
(CH3)3N(CH,),5CH; Br © _
CH,Cl,
rt. 20 min.
CH,COOH

o

Figura 2. Sintesis de la 9,10-Fenantrenoquinona a partir del fenantreno (Cannon 2019)

CHO hv

CHO C;H,O
72 h

|
pe

Figura 3. Sintesis de 9,10-Fenantrenoquinona a partir de 2,2'-bifenil dicarboxibenzaldehido
(Hawthorne 1963)




La 9,10-FQ se puede formar por la oxidacion del fenantreno en el ambiente. La
combustion incompleta de combustibles fosiles principalmente el diésel se reporta
como la principal fuente de formacion de quinonas (C. Rodriguez 2008; Shimada
2004; Suguimoto 2005), se encuentra en la fase de particulas del aire ambiental, y
es la principal fuente antrépica directa de emisiones de quinona. Por otra parte, la
fotooxidacion de HAP es la fuente secundaria mas importante de generacion de

quinona en la atmoésfera (Sousa 2016).

Los niveles de concentracién de 9,10-Fenantrenoquinona durante dias laborales
son relativamente mas altos que durante los fines de semana este resultado es
atribuido al mayor transito de autos que se encuentra en la semana, esto sugiere
que el trafico de automoviles es una fuente de emisién importante de esta molécula
(Kishikawa 2006). La 9,10-FQ se dispersa principalmente en condiciones de alta
radiacion ultravioleta (UV) como en la estacion calida-seca, y cuando hay largos
periodos de corriente de masa de aire (Gimate 2017) , esto debido a que las
reacciones de los HAP en el ambiente se ven favorecidas por la radiacion UV,
excitandolos a través de reacciones fotoquimicas y mediante una deslocalizacién
de electrones que permita la absorcion de la luz, en este caso al fenantreno (figura
4). El fenantreno en fase gaseosa atmosférica también interacciona con especies
atmosféricas reactivas (NOs, Ozy "OH) para producir diferentes compuestos
oxigenados y nitrados que se encuentran en el aire ambiente (Wang 2007).

*
a ] a ]
@)
(0]

Figura 4. Propuesta de formacion fotoquimica (Barbas 1996)

10



La gran cantidad de fenantreno en fase gaseosa en el ambiente sugiere que su
reaccion fotoquimica iniciada por *OH probablemente sea una fuente importante de
estos oxigenados de HAPs en atmadsferas urbanas contaminadas (Helmig 1994).
Estudios ambientales reportan la comparacion de reacciones del fenantreno en fase
gaseosa con *OH y (NOs3)* (compuesto abundante en la noche), y observan que la
tasa de formacién es relativamente mas alta cuando reacciona con el (NO3)* por lo
que se pueden observar concentraciones altas de 9,10-Fenantrenoquinona por la
noche (Wang 2007) esto puede sugerir que los radicales (NOs3) * juegan un papel
importante en los procesos de oxidacién que condujeron a estos dos compuestos.
Numerosos autores han sugerido que el (NO3)* es un oxidante nocturno lider (Keyte
2013) (Wnorowski 2017).

2.5. Efectos ala salud
Estudios toxicolégicos han comprobado que las quinonas son mas toxicas que sus
precursores originales (HAP) (John Durant 1998), por esa razoén la identificacién de
estas moléculas es de suma importancia, ya que poseen numerosas propiedades
nocivas y representan una clase de intermediarios toxicolégicos que pueden crear
una variedad de efectos peligrosos, incluyendo citotoxicidad aguda,

inmunotoxicidad y carcinogénesis (Bolton 2000).

La toxicidad de las quinonas ocurre por dos mecanismos: a) la formacién de enlaces
covalentes con biomoléculas por adicion quimica de Michael, y b) la reduccién
catalitica de oxigeno (O2) a anidn superoéxido (O2) y otras especies reactivas del Oz
(Hernandez 2016), Aunque el 9,10-FQ tiene grupos carbonilo a, § insaturados, esta
quinona experimenta un ciclo redox y no actia como aceptor de Michael (Kumagai
2002), esto indica que el 9,10-FQ es una molécula de riesgo en la atmoésfera
especificamente a través de la generacién excesiva de ROS. Ademas, el cadmio
gue se encentra en el ambiente hace que mejoren las respuestas proinflamatorias
inducidas por 9,10-FQ en las células epiteliales de las vias respiratorias (Honda
2017).
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Principalmente las o-quinonas activas proporcionan una ruta alternativa a los
metabolitos que pueden actuar como carcindgenos directos, ya que ejercen
potencialmente citotoxicidad en células de hepatoma de rata y humano, (Peters
2007) y también se ha demostrado que es citotdxica para la linea de células
epiteliales pulmonares humanas A549, lo que quiere decir que lesiona el tejido
pulmonar (Sugimoto 2005), asi como para algunas bacterias, levaduras y lenteja de
agua (C. E. Rodriguez 2004).

Existen 3 clases de orto-quinonas, la 9,10-Fenantrenoquinona se encuentra en la
clase 1 donde los andlisis comprueban que inhiben la viabilidad y la supervivencia
celulares, producen la mayor cantidad de radicales libres evaluados como anién
superoxido celular y radical o-semiquinona, e inducen la muerte celular por un

cambio en el estado (Bolton 2000).

Este es un compuesto que puede inactivar irreversiblemente proteinas celulares
clave y revelan que esta molécula conduce a deleciones de ADN y mutaciones
puntuales solo en presencia de oxigeno, la molécula causa una disminucién
significativa en la generacion de células diploide, pero con el triple de concentraciéon
que, en presencia de oxigeno, también genera es una disminucion de enzimas que

estan en el proceso de la glucdlisis. (C. Rodriguez 2008).

Se ha confirmado que la 9,10-FQ genera especies reactivas de oxigeno (ROS)
(Yoshito 2002) a través de su ciclo redox lo que resulta en su toxicidad tanto in vitro
como in vivo. Esta molécula puede aceptar un e para formar su semiquinona, y esta
se puede oxidar de nuevo a su forma de quinona cuando el oxigeno se reduce de
forma incompleta y durante este proceso el Oz se reduce y se convierte en un radical
anion superoxido (O2”). Estos van a interaccionar con otras moléculas para formar
peréxido de hidrégeno y radicales hidroxilos (figura 5), estas especies reactivas de
oxigeno que se caracterizan por causar dafios mayores en proteinas, acidos

nucleicos, y algunas otras biomoléculas (Yang 2018).

La 9,10-FQ también causa dafio oxidativo celular, llevando a las células A549 a la

muerte celular causando de cancer de pulmon a traves de la produccion de especies

1
12



reactivas de oxigeno (ROS) (Matsunaga 2014) y un aumento de la fragmentacion
del ADN y la degradacién de ARN, lo cual depende de la concentracion y el tiempo
de exposicion. Esto ocurre cuando 9,10-FQ genera radicales reactivos de oxigeno
(primero genera O2°, que produce H20:2 liberando hierro de la ferritina, lo que
produce una mayor formacion de radicales *OH), causando la fragmentacion del
ADN como la oxidacién de proteinas, conduciendo asi a la muerte celular (figura 6)
(Sugimoto 2005). En este estudio se prob6 la introduccion de 1,10 fenantrolina (OP)
y probaron que protege las células de los efectos téxicos de la 9,10-FQ al formar

guelatos con el hierro.

o (0]

OH =< H,0, 10, NAD(P)H

9,10 fenantrenoquinona

(\ H202 OH

= HO OH
O, 0, i i

radical Semiquinona 9,10 fenantreno hidroquinona

/VQO, NAD(P)+

Figura 5. Ciclos redox de 9,10-FQ para la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS)
(Yang 2018)

0]

1
» TOZ— H,0, + > f OH —) oxidacion
Fe

de proteinas

A
--- P ferritin

APOPTOSIS

Figura 6. Efectos téxicos y la citoproteccién que ofrece el quelante intracelular de metales OP
(Sugimoto 2005)

13



4-BP

All- trans retinal

NADPH: / &

02 Hzoz

Figura 7. Modelo propuesto de la formacion de superdxido durante el ciclo redox de
fenantrenoquinona en corazén de cerdo (Shimada 2004)

Por otro lado, se han realizado estudios a animales, en donde también se
comprueba que la 9,10-FQ produce ROS (figura 7) Shimada et al. 2004 en su
estudio expusieron cerdos en gestacion a la quinona podria inducir anormalidades
congénitas en el corazén del embrion, la quinona fue inhibidor mas potente para la
reduccion de 4-BP y todo-trans-retinal en el citosol del corazon de cerdo, también
inhibié competitivamente la reduccion de 4-BP, lo que indica que la molécula inhibe
la reduccion de 4-BP y all trans-retinal al actuar PHCR presente en el citosol del
corazon de cerdo, es decir, altera la homeostasis del metabolismo retinoide durante
el desarrollo del embrién, pero aun se realizan mas estudios para confirmar esta

citoxicidad.

En ratas la 9,10-Fenantrenoquinona suprime la relajacion de los anillos aorticos
(Kumagai 1998), su exposicion provoco una elevacién significativa de la presiéon

arterial. Por tanto, esto pueden indicar la posibilidad de que esta quinona provoque
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efectos fisioldgicos y/o fisiopatologicos a través de una alteracion de los eventos
mediados por NO.

En otros estudios con cepas de algas verdes (Scenedesmus) se ha demostrado que
ante la exposicion a CO2 la 9,10-FQ se evapora en un tiempo muy corto a
comparacion de las demas quinonas lo que resulta en una toxicidad mayor, también
indica que la toxicidad de la 9,10-FQ es cien veces mayor que del hidrocarburo
original (fenantreno) debido a la respuesta de crecimiento de S. armatus B1-76
cultivado a 0.1% COz2 (Tukaj 2007).

2.6. Andlisis térmico

El analisis térmico es un conjunto de técnicas analiticas que estudian la conducta
térmica de los materiales, el material se somete a un programa de temperatura
controlado el cual se calienta o se enfria, esto puede provocar que su estructura y
su composicion quimica sufran cambios, como una sublimacién, solidificacion,
fusién, cristalizacion, descomposicion u oxidacion térmica. Estos cambios se
pueden estudiar midiendo la variacién de una propiedad fisica o0 mecanica de la
materia en funcion de la temperatura, el tiempo y una atmosfera determinada
(Alonso 2009).

2.6.1. Analisis termogravimétrico
El analisis termogravimétrico (TGA) se usa para caracterizar las propiedades fisicas
y quimicas de los materiales, en funcion de la temperatura en una atmésfera
controlada de forma precisa. Es una técnica que consiste en monitorizar la masa de
la muestra frente al tiempo o la temperatura, mientras la temperatura va
aumentando, asi permite observar las ganancias o pérdidas de peso que se generan
(Carrasco 2013).

15



2.6.2. Calorimetria diferencial de barrido
La calorimetria diferencial de barrido (DSC) es la técnica de medicion para detectar
transiciones endotérmicas y exotérmicas, como la determinacion de temperaturas
de transformacion y entalpia de sélidos o liquidos en funcién de la temperatura. Se
toma una muestra de masa conocida y se le somete a calor o frio para analizar los
cambios que se producen en su capacidad calorifica a medida que se modifica el
flujo de calor. Esto permite detectar transiciones como puntos de fusion, transiciones

vitreas y cambios de fase (Skoog 2001) (Alacant s.f.).

2.7. Derivatizacién

Las dificultades mas comunes de una metodologia analitica es la complejidad de la
muestra, y la incompatibilidad del analito con el equipo analitico, por estas razones
usualmente se implementa un proceso previo que consiste en la modificacién
guimica de la estructura de un compuesto con el fin de incrementar su volatilidad,
estabilidad térmica o alguna otra propiedad que no posee la molécula o la tiene en
poca proporcion, esto se hace para poder detectarla por algin método particular
(Knapp 1979).

Al momento de elegir el reactivo derivatizante y por tanto las condiciones de
reaccion se basara principalmente en el grupo funcional del analito y la presencia
de otros grupos funcionales o labiles en la molécula. Por lo general, hay tres tipos

de reacciones de derivatizacion, alquilacién, acilacion y sililacion.

En cromatografia de gases es necesario derivatizar algunos compuestos,
principalmente los que tienen grupos funcionales polares (hidrégenos activos) con
el fin de mejorar su volatilidad, su estabilidad térmica y en algunos casos la
sensibilidad en la deteccion, algunas veces para proporcionar evidencia adicional
de la identidad de un compuesto, ademas puede ser utilizada para acortar o alargar
el tiempo de retencidon y para permitir la separacion de moléculas que tengan

enantiomerismo.

16



Por otro lado, en cromatografia de liquidos se pueden usarse técnicas de

derivatizacion pre y post columna (Rosenfeld 2003). La derivatizacion post columna,

es una cromatografia de reaccion, en la cual los compuestos eluidos que se

separaron en la columna, se derivatizan antes de entrar al detector (un proceso que

lleva a cabo durante el andlisis), es decir, durante la transferencia de componentes

de la muestra desde la columna al detector. Esta es una técnica de derivatizaciéon

gue se utiliza para mejorar la selectividad y sensibilidad.

En cambio, la derivatizacion pre-columna ofrece una mayor simplicidad técnica y se

utiliza para mejorar la estabilidad, aumentar o disminuir el tiempo de retencion,

mejorar la resolucion y la simetria de pico. Esta técnica se realiza antes de que la

muestra entre en la columna o en un medio plano (Acquiaviva 2016).

Tabla 1: Tipos de reacciones de derivatizacion

Reaccion Descripcion
Alquilacién Remplazo de un
CHs hidrégeno activo en R-
AICK COOH, R-OH, R-SH, R-
+ CH3Cl —————> + HCI .
NH2 con un grupo alquilo
o anilo.
Acilacién L
Remplazo de hidrégenos
O
o activos en esteres,
)}\+ O —AlCh CHy + HCI tioesteres y aminas
HsC cl respectivamente.
Sililacion
‘ Remplazo de un
Ry—— Si—— hidrogeno activo de un
| . grupo funcional polar por
R——O—H » R——O0—Si—— e
1 N\ k " un grupo aquilsil no polar.
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2.7.1. Alquilacion

Esta técnica se usa para modificar los compuestos con hidrogeno activos como
acidos carboxilicos y fenoles, consiste en la sustitucion de un hidrégeno activo por
un grupo alifatico o alifatico-aromético (bencilo) (Zenkevich 2009). La aplicacién
principal de esta técnica es la conversion de &cidos organicos en ésteres, que
permiten mejores cromatogramas que los acidos libres. A demas la reaccion de
alquilacion puede usarse para preparar éteres, tioéteres y tioésteres, N-alquilaminas
y amidas. A medida que disminuye la acidez de hidrogenos activos, ha de
aumentarse la fuerza del agente alquilante (Aldrich s.f.).

2.7.2. Acilacién
Es la conversion de compuestos que contengan hidrégeno activo como -H, -SH y -
NH en ésteres, tioésteres y amidas mediante la accion de un &cido carboxilico o un
derivado de un &cido carboxilico, esto reduce la polaridad y adiciona funcionalidades

halogenadas (Aldrich s.f.).

En aplicaciones cromatograficas, la reaccién de acilacion se usa principalmente
para convertir las clases anteriores de compuestos en derivados que sean mas
adecuados para cromatografia o que dan una mayor respuesta en la deteccién
cromatografica que el compuesto original. Ademas, los derivados de este proceso
resultan utiles en Espectrometria de Masas en las que modifican los perfiles de
fragmentacion de los compuestos a estudiar (Zenkevich 2009).

2.7.3. Sililacion
Es un procedimiento muy empleado en el analisis de cromatografia de gases por su
sencillez y rapidez de la reaccion, reduce tiempo de retencibn mientras que la
acilacion genera lo contrario. Los derivados que se forman en comparacion con el
compuesto original son mas volatiles, menos polares y mas estables térmicamente.
En esta derivatizacion el hidrogeno activo es remplazado por un grupo alquilsilil,

puede ser el trimetilsilil (TMS) o el t-bituldimetilsisil (t-BDMS) (Zenkevich 2009).
I —
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2.8. Fundamentos de las técnicas cromatograficas
La cromatografia es el principal método utilizado para la determinacion de la
identidad de analitos, y cuando se trata de muestras complejas este conjunto de
técnicas permite la separacién de los componentes, se puede emplear para la
identificacion cuantitativa como cualitativa, es un método fisico de separacion,
basado en la distribucion de los componentes. Un rasgo caracteristico de la
cromatografia es la presencia de dos fases inmiscibles; dispuestas de tal manera
gue mientras una permanece estacionaria dentro del sistema (fase estacionaria), la

otra se desplaza a lo largo de él (fase movil) (Harris 2006).

El tiempo de retencién es el Unico pardmetro que se puedo utilizar para el analisis
cualitativo, ya que este es una propiedad caracteristica para cada componente, bajo
condiciones cromatograficas idénticas. La identificacion involucra el uso de patrones
en las mismas condiciones cromatogréficas, sin embargo, comparada con otras
técnicas de identificacion en este caso suele ser dificil y carente ya que resulta
complicado asegurar que un componente este presente en una mezcla, pero si se
puede afirmar la ausencia de este (UNAM 2007) sin embargo si se utiliza un sistema
de deteccion adecuado (EM, IR) para determinar los compuestos se podria de una
manera muy precisa establecer la identificacion de los analitos en la muestra (Skoog
2001).

Por otro lado, el analisis cuantitativo se basa en la comparacion del area o altura de
pico del componente de interés con la de estandares de concentracion conocida del
analito, esto quiere decir que se elabora una curva de calibrado a partir de varias
disoluciones de patrones de identidad y concentracién conocidas. Posteriormente,
la comparaciéon del area del pico presentado por el compuesto desconocido
respecto a el area del pico del patrén de identidad y concentracidbn conocidas,
podemos determinar la identidad y concentracion del compuesto en cuestion (Skoog
2001).
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2.8.1. Cromatografia de gases

La cromatografia de gases (CG) es una técnica de separacion y caracterizacion de
mezclas complejas. El objetivo principal de este tipo de cromatografia es separar
cada uno de los componentes de la mezcla mediante adsorcion y/o particion de las
moléculas, con la finalidad de conocer las proporciones de las especies que
componen la mezcla (Noguera 2020) y confirmar la presencia o ausencia de un
compuesto en una muestra determinada. Esta se emplea cuando el analito es volatil

o semivolatil y térmicamente estable.

En este caso la muestra se volatiliza y se inyecta a la columna cromatografica, la
separacion cromatografia en gases se deriva de la distribucion de los componentes
de una mezcla entre la fase estacionaria y la movil a lo largo de la columna
cromatografica. Las propiedades quimicas particulares de cada uno de los
componentes de la mezcla proveen una interaccion especifica con la fase
estacionaria.

Muestra
gas

Inyector Columna

7

)

Detector

Médulo analitico Cromatograma
(temperatura controlada)

Gas
portador

Figura 8. Esquema de un Cromatografo de gases (Calzada s.f.)
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Los compuestos con mayor afinidad por a la fase estacionaria permanecen por mas
tiempo en la columna que el resto, la fase movil es el gas portador y no debe tener
interaccion con los componentes de la muestra, por eso debe ser un gas inerte,
evitando reacciones indeseables con los analitos o con la fase estacionaria. Cuando
la separacion es exitosa, cada compuesto de la mezcla eluye en diferentes tiempos

de retencion.

Cabe destacar que su avance constante en el desarrollo de detectores y fases
estacionarias nuevas y robustas ha convertido a la CG en una herramienta

altamente confiable para el analisis de trazas de rutina (Worsfold 2005).

La cromatografia de gases cuenta con una serie de ventajas con respecto a la
cromatografia de liquidos, como la capacidad de disponer de detectores mucho
mas universales, utiliza métodos mas simples, es mas rapida y sensible, ademas
la instrumentacion requerida es mas sencilla y econdmica que la empleada en
HPLC. Sin embargo, en cromatografia de gases, la influencia de la temperatura
sobre la distribucion del equilibrio es considerable, a diferencia de la cromatografia
liquida. Por ello, la cromatografia de gases presenta limitaciones en compuestos
poco volatiles, compuestos sensibles al aumento de temperatura y compuestos que

se encuentran en forma iénica.

2.8.2. Cromatografia de liquidos
La cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC) es muy utilizada debido a
su sensibilidad, su facilidad de adaptacion a las determinaciones cuantitativas y su
capacidad para separar especies no volatiles o termolabiles. En este caso la fase
movil es un liquido (disolvente) que circula con un soélido u otro liquido inmiscible
gue le llama fase estacionaria, esta constituido por un relleno que capta de forma
selectiva los diferentes componentes de la muestra. La resolucion de esta
separacion es funcion de la interaccion entre la fase estacionaria y la fase movil,
que puede ser acentuada a través de la eleccion de diferentes disolventes y

diferentes tipos de relleno (Skoog 2001). HPLC generalmente requiere menos
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limpieza de la muestra y los pasos de derivatizacibn generalmente no son

necesarios.

Inyector

()

Fase movil

Columna
Homode _—

T Registrador
termostatizacion

PRp—

—~—

Detector

'
PRSI ——

Integrador

Figura 9. Esquema de un cromatégrafo de liquidos

La introduccién de la cromatografia liquida de ultra rendimiento (UPLC), utiliza
columnas con tamafios de particulas mas pequefios mejorando la resoluciéon
cromatografica, ya que la velocidad lineal 6ptima tiene un rango mas amplio, UPLC
también ofrece un andlisis mas rapido sin pérdida de resolucién, un pretratamiento
de muestra sencillo y rapido, un menor tiempo analitico, y las técnicas de ionizacién
suaves y la simplicidad del método hacen que acoplamiento el CL/EM sea una
herramienta muy Util para mediciones cualitativas y cuantitativas de derivados de
HAP (Mirivel 2010).

2.8.2.1. Detectores
Un detector es un dispositivo que permite convertir una propiedad fisica, no medible
directamente, en una sefal elaborable y ofrece informacién sobre la naturaleza y
magnitud de la propiedad fisica (Skoog 2001). Es la parte del cromatografo que se
encarga de determinar cuando ha salido el analito por el final de la columna, este
funciona comparando una propiedad fisica entre el analito y la sustancia portadora
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llevando cada uno de los componentes que previamente se han separado en la
columna, esta accidn se traduce en una sefal tipo eléctrica, que posteriormente se
amplificard mediante un registrador grafico o integrador permitiendo indicar el

momento que salen de la columna los componentes (UNAM 2007)

A diferencia de la cromatografia de gases, en cromatografia de liquidos los
detectores que se emplean no son tan aplicables universalmente. Los detectores en
cromatografia de gases son especificamente disefiados para medir pequefas
concentraciones de analitos en flujos de gas, mientras que en cromatografia de
liquidos los detectores son instrumentos analiticos tradicionales adaptados con
celdas de flujo para medir concentraciones bajas de solutos en flujos de liquidos
(Skoog 2001). Los detectores en cromatografia de liquidos se pueden clasificar en
dos grupos: los detectores basados en una propiedad de la disolucion que
responden a una propiedad de la fase moévil, un ejemplo seria el indice de refraccion,
por otro lado, los detectores basados en la propiedad del soluto como UV,

florescencia, intensidad de difusion.

2.8.2.1.1. Indice de refaccién
Este tipo de detectores miden una propiedad de la disolucién, como es la variacion
en su indice de refraccion a consecuencia de la presencia de un soluto, esto quiere
decir que mide la diferencia entre el disolvente y el efluente. Consta de una cubeta
con dos compartimientos donde por un compartimiento pasa el disolvente y por otro
el efluente de la columna separados por una placa de vidrio que se encuentra en un
angulo dado, el cual produce una desviacion de un haz de luz incidente para
identificar dos disoluciones diferentes mediante el indice de refraccion. El
desplazamiento del haz con respecto a la superficie fotosensible del detector
provoca una variacion de la sefial de salida, la cual, una vez amplificada y

registrada, proporciona el cromatograma.

Estos detectores tienen la ventaja de que responden a la mayoria de los analitos, lo

gue quiere decir que son detectores universales, no dependen del caudal, sin
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embargo, son altamente sensibles a los cambios de temperatura, pero su limite de
deteccidon es aproximadamente 1000 veces peor que el de un detector de

ultravioleta y por lo general no se pueden utilizar en la elucién con gradiente.

2.8.2.1.2. Espectroscopia Infrarroja
Se emplea en aquellos compuestos que absorben radiacién infrarroja cuya longitud
de onda es mayor a los 700nm, por lo que se debe tener cuidado con el disolvente
gue se seleccione ya que una de las mayores limitaciones al uso de los detectores
de infrarrojo se debe a la baja transparencia de muchos de los disolventes que se
utilizan. Por ejemplo, las bandas anchas de absorcién infrarroja del agua y de los
alcoholes impiden practicamente el uso de este detector para muchas aplicaciones
(Skoog 2001). La radiacion infrarroja es absorbida por las moléculas organicas y

convertida en energia de vibracién molecular.

2.8.2.1.3. Espectroscopia ultravioleta-visible
El Detector UV-Vis es el mas comun en HPLC, se usa cuando los componentes
absorben radiacién UV- visible, como compuestos aromaticos, alguenos, moléculas
con enlaces C-0O, C-N, C-S. Pueden ser de longitud de onda fija o variable (arreglo
de diodos).

La funcién de un detector UV-Vis es convertir una sefial luminosa en una sefal
eléctrica. Idealmente, debe responder en un amplio rango de longitud de onda,
responder con alta sensibilidad y con bajo ruido, tener un rango de respuesta lineal,
tener una respuesta rapida, permitir la miniaturizaciéon y un bajo consumo de
muestra (Passos 2019). En este tipo de detectores la linea de base representa la
maxima transmision de luz, y cualquier desviacion de ella indicara perdida o
absorcion de radiacion. Cuando se pasa una radiacion electromagnética a traves de
un analito que presenta ciertos grupos funcionales (Skoog 2001), no es destructiva,
es estable en el tiempo y se afecta poco por la temperatura, por lo que se pueden
colectar los componentes por separado.
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La técnica estd basada en la atenuacion de la medicion de la radiacion
electromagnética por una sustancia absorbente. Esta radiacion, tiene un rango
espectral de aproximadamente 190-800 nm, que también difiere en términos de
rangos de energia y tipo de excitacion de otras regiones relacionadas. Esta
atenuacion es el resultado de la reflexion, la dispersion, la absorcion o las

interferencias (Saraiva 2019).

2.8.2.1.4. Fluorescencia
Este detector solamente puede detectar compuestos que tengan fluorescencia
nativa o inducida. La fluorescencia se detecta por medio de un detector fotoeléctrico
colocado perpendicularmente respecto al haz de excitacion, semejantes a los
detectores de absorbancia (UNAM 2007).

La fluorescencia es un proceso de emision de luz por moléculas que son excitadas
con radiacién electromagnética (Lakowicz 2013). La molécula excitada pasa del
estado fundamental (So) a un estado de mayor energia (S1), cuando regresa a su
estado fundamentan es cuando emite la energia que absorbié dando el fenédmeno

de la fluorescencia (figura 10).

Los compuestos que contienen estructuras alifaticas, aliciclicas o estructuras con
dobles enlaces conjugados pueden presentar fluorescencia, pero los compuestos
gue presentan una fluorescencia intensa son los compuestos que contienen grupos
funcionales arométicos. “La mayoria de los hidrocarburos aromaticos no sustituidos
son fluorescentes en disolucién, la eficacia cuantica aumenta con el numero de
anillos y con su grado de conjugacion” (Turro 2009). La sustitucion en un anillo
aromatico causa desplazamientos en la longitud de onda de absorcion maximay los

cambios correspondientes en los picos de fluorescencia.

Una ventaja de los métodos de fluorescencia es su alta sensibilidad, que resulta ser
mas de un orden de magnitud mayor que la de los sistemas de absorbancia. En
cromatografia de liquidos se ha aprovechado esta ventaja para la separacion y

determinacién de los componentes fluorescentes de las muestras.
|
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Figura 10. Diagrama de Jablonski
2.9. Espectrometria de masas

La espectrometria de masas (EM) es una de las técnicas mas ampliamente
utilizadas para la caracterizacion e identificacion de analitos debido a su potencial
de andlisis rapido, alto rendimiento y precision en la identificacion de una amplia
variedad de tipos de muestras. La capacidad de transferir especies de la fase
condensada a la fase gaseosa y, en el proceso, ionizarlas es fundamental para su
analisis.

Esta técnica no utiliza ningun tipo de radiacion por lo que no se considera una
técnica espectroscopica, esta basada en la obtencion de iones a partir de moléculas
en fase gaseosa, una vez obtenido los iones se separan de acuerdo con su relacion
masa/carga (m/z). La figura 11 se muestra un diagrama de bloques de los
componentes principales de un espectrdmetro de masas en donde el analito se
introduce por el sistema de entrada, y pasa primero por la fuente de iones, en donde

se ioniza para adquirir cargas positivas 0 negativas, posterior a esto viaja a traves
I —
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del analizador de masas separando de acuerdo con su m/z, y finalmente llegando

al detector.

Es una herramienta eficaz ya que nos otorga informacion tanto cualitativa
(estructura) como cuantitativa (masa o concentracion), sin embargo, la técnica por
si sola suele ser escasa para el andlisis de mezclas, ya que la interpretacion de los
espectros obtenidos seria muy complicados o incluso imposible debido al elevado
namero de iones formados. Por esta razon se han desarrollado métodos en los que
la espectrometria de masas se acopla a un sistema de separacion, dando lugar a
los denominados métodos acoplados, los métodos que mas se han utilizado son:
cromatografia de gases acoplada a la espectrometria de masas (CG/EM) poderosa
herramienta para el analisis de mezclas complejas de compuestos organicos
volatiles y semivolatiles, es una de las técnicas de separacion cromatogréafica mas
utilizadas para la determinacion, separacion ,identificacion y cuantificacion de la

presencia de contaminantes organicos en el medio ambiente (Gutiérrez 2002).

Muestra

Sistema de Fuente de Analizador detector
entrada iones de masas

Procesador
de la senal

Dispositivo
de lectura

Figura 11. Diagrama de bloques de los componentes de un espectrémetro de masas

CG-EM combina el extraordinario poder de resolucion de la cromatografia de gases,
gue facilita la separacién de moléculas relacionadas estructuralmente, con la alta
especificidad que ofrece la deteccion por espectrometria de masas, en donde se
observan sus iones fragmentados que nos permiten identificar inequivocamente la

molécula. La principal ventaja de los equipos CG/EM radica en el poder identificar y
I —
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cuantificar los componentes de una mezcla compleja, en un corto tiempo y con
cantidades muy pequefias de muestra, sin embargo, la degradacion térmica de los

componentes es una dificultad para este acople.

Por otro lado, la cromatografia liquida acoplada a la espectrometria de masas (CL-
EM) es mas conveniente para el analisis de mezclas de compuestos poco volatiles
y/o termolébiles, polares (Skoog 2001) (Munson 2006), sin embargo, no es posible
utilizar las fuentes de ionizacibn mas comunmente aplicadas en la EM, por lo que
es necesario desarrollar formas alternativas de ionizacién, como la ionizacién
por electrospray (ESI) e ionizacion quimica a presion atmosférica (APCI). La mezcla
puede ser acuosas o en disolventes organicos polares que favorezcan la formacion

de analitos i6nicos o con ayuda de aditivos, tales como buffers.

Los componentes de la muestra que son separados en la CL pasan al
espectrometro de masas a través de una interfaz donde son ionizados, estas
pueden ser la ionizacion quimica a presion atmosférica (APCI) o electrospray (ESI).
Los iones generados son acelerados hacia un analizador y separados en funcién de
su relacion (m/z) mediante la aplicacibn de campos eléctricos, magnéticos o
simplemente determinando el tiempo de llegada a un detector. Los iones que llegan
al detector producen una sefal eléctrica que es procesada, ampliada y enviada a
un computador en donde se obtiene el espectro de masas.

El acoplamiento de CL-EM agrega las ventajas que otros detectores carecen como
alta selectividad y eficiencia de separacién, con las ventajas del espectrémetro de

masas, que incluyen mayor selectividad, informacion estructural y peso molecular.

2.9.1. Fuentes de ionizacion
La fuente de iones de un espectrometro de masas convierte los componentes de
una muestra en iones positivos o negativos por bombardeo con electrones, iones,

moléculas o fotones. La eleccion de la técnica para transferir a la fase gaseosa y
|
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llegar a ionizar se rige principalmente por las propiedades quimicas y fisicas de la

molécula y en la matriz en la que se encuentra (Siuzdak 2005).

Las fuentes de iones se clasifican segin como transfieren las moléculas neutras a
la fase gaseosa, utilizando estrategias que van desde la evaporacién hasta la
nebulizacion y la desorcion por laser. Los tipos mas comunes de iones precursores
gue se forman se dan para cada clase de fuente de iones. Los iones precursores,
moleculares o pseudomoleculares incluyen: los cationes de radicales de electrones
impares, menos estables Mc* de un analito M; la especie protonada de electrones
mas estable, MH*, entre otros (Hanley 2013).

2.9.1.1. Impacto electrénico (El)
Es la ionizacion mas habitual en CG-EM. La ionizacion de la muestra se produce
por el impacto de un haz de electrones a una energia determinada, generalmente
70 eV, generando un ion molecular y otros iones procedentes de la fragmentacion
de ese ion molecular. Dada la especificidad y robustez de la fragmentacion en los
espectros registrados, su estudio proporciona informacion estructural relevante.
Ademas, es una ionizacion reproducible por lo cual puede haber comparacion
informatica del espectro registrado con una biblioteca de espectros, donde se puede
conseguir la identificacion de las moléculas (Shrader 2014). Una desventaja es que
como es una técnica fuerte puede que se pierda el ion molecular dependiendo de la
naturaleza de la molécula que se esta analizando, esta técnica tiene que ver con la

estabilidad del analito.

2.9.1.2. lonizacién quimica (CI)
Es un tipo de ionizacion blanda que apenas provoca fragmentacién de la molécula
y por tanto el espectro de masas consiste principalmente en el ion molecular lo que
nos proporciona informacion sobre el peso molecular exacto de un compuesto
determinado (Munson 2006). Ademas, es muy util con fines cuantitativos ya que

proporciona una gran sensibilidad. Es una técnica especialmente Gtil cuando no se
I —
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observa ningun ion molecular en el espectro de masas El, y también en el caso de

confirmar la relaciéon m/z del ion molecular.

La técnica de ionizacion quimica utiliza habitualmente el mismo dispositivo de fuente
de iones que en impacto de electrones, excepto CI utiliza una fuente de iones
compacta y un gas reactivo generalmente metano, isobutano y amoniaco, a una
presion de 1 mm de Hg, este gas se somete primero al impacto de electrones para
producir iones de gas reactivo, la colision de estos iones con el analito generalmente
produce iones de analito protonados, esta es la ionizacién quimica positiva (PCI), el
tipo mas comun de CI, la ionizacién quimica es el método de ionizacion preferido
para fines de cuantificacion, ya que sus caracteristicas de ionizacién en
comparacién con el El son mejores. Produce menos fragmentaciones y por tanto
una mejor sefial, sin embargo, no tiene una biblioteca como El, puesto que hay un
gas de por medio y se pueden generar distintos fragmentos debido a que hay una
reproducibilidad en el analisis. No obstante, el gas ofrece la capacidad de controlar
la fragmentacion de la muestra mediante la eleccion de los gases reactivos
adecuados. (Ghaderi 1981).

2.9.1.3. lonizacion quimica negativa (NCI)
NCI ha mostrado una selectividad y sensibilidad muy alta para clases particulares
de moléculas. Las clases de moléculas que tienen sensibilidades a NCI son
moléculas que son agentes oxidantes, agentes alquilantes o ambos. Estas clases
de moléculas abarcan gran parte de sustancias toxicas que aparecen en el
ambiente, por esta razén una de las principales aplicaciones ha sido la deteccion y
analisis de sustancias toxicas. Las inversiones de la reactividad aniénica que pasan

de la fase gaseosa a la solucion son ahora muy conocidas.

Las técnicas especializadas dentro del area de la EM de iones negativos de alta
presion han hecho posible en los Gltimos afios determinar las afinidades electronicas

de un gran numero de moléculas (Munson 2006). En contraste con la EM de iones
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positivos, la ionizacion quimica de iones negativos ha sido, hasta la Ultima década,

un método pariente pobre y descuidado.

Para ver una respuesta por esta fuente de ionizacion, el analito debe ser capaz de
originar un ion negativo o sea estabilizar una carga negativa. No todos los
compuestos llegan a hacer esto por lo que el uso de ionizacion quimica negativa
proporciona un cierto grado de selectividad, se puede usar para el analisis de
compuestos que contienen grupos &cidos o0 elementos electronegativos

(especialmente halégenos: F, Cl, Br). (Shrader 2014)

2.9.1.4. lonizacion por electrospray (ESI)
Es una de las ionizaciones habituales en CL-EM, es la una de las técnicas de
ionizacibn mas suave. La ionizacién se produce aplicando una diferencia de
potencial a un espray formado con el eluyente de la columna cromatografica. Se
forman iones quasi-moleculares que permiten establecer el peso molecular de la
molécula (Hofstadler s.f.) (Hanley 2013).
Los iones que se forman en ESI pueden ser de carga positiva 0 negativa,
generalmente se presentan como: (a) en modo positivo, iones de moléculas
protonadas, aductos de sodio, potasio o amonio; (b) en modo negativo, iones
moleculares desprotonados o aductos de formiato o acetato.
ESI utiliza energia eléctrica para ayudar a la transferencia de iones de la solucion a
la fase gaseosa, esta transferencia implica tres pasos: primero la dispersion de una
fina pulverizacion de gotas de carga, seguida de evaporacion del disolvente y
finalmente expulsién de iones de las gotas altamente cargadas (Ho 2003).
Es ideal para compuestos termolabiles, i6nicos, o compuestos que en solucion
adquieran multicargas (proteinas, péptidos), aunque también es valida para
compuestos de baja-media a muy alta polaridad que se puedan ionizar en solucion,
se llegan a formar iones con multiples cargas, lo que permite el analisis de
compuestos con un peso molecular elevado (J. Rodriguez s.f.). Esta es una de las
técnicas con una interfase de mayor sensibilidad y aplicabilidad. La sensibilidad

depende de la concentracion del analito por ello se puede trabajar con flujos bajos.
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2.9.1.5. lonizacién Quimica a Presion Atmosférica (APCI)

Es una de las ionizaciones habituales en CL-EM (se considera semejante a la
ionizacion quimica en CG), esta técnica se basa en reacciones ion—molécula en
fase gaseosa. La ionizacion requiere la volatilizacion del analito presente en un
espray formado con el eluyente de la columna cromatogréfica. Se produce la
ionizacion del disolvente debido a una descarga eléctrica y los iones formados
ionizan el analito (por transferencia de un proton) formando (M+H*) en modo positivo
o (M-H") en modo negativo. Se obtiene un espectro de masas de caracteristicas
similares a los obtenidos con ESI.

Generalmente se aplica a moléculas, no termolabiles, no polares, pero llega hacer
valida para compuestos de baja a alta polaridad, y que contengan algun
heterodtomo, generalmente moléculas sin grupos funcionales ionizables (J.
Rodriguez s.f.). En esta técnica la sensibilidad depende de la cantidad de analitico,

por esa razén no se deben manejar flujos muy bajos.

2.9.2. Analizadores de masa
Posterior a la fuente de iones, se tiene una mezcla de diversos iones, este
componente toma los iones y los va a separar de acuerdo con su relacion m/z para

poder detectarlos de manera individual, para este proceso existen varios métodos.

2.9.2.1. Sector magnético
Los analizadores de sector magnético es un modelo clasico que posee varias
ventajas como alta reproducibilidad, alto desempefio en un analisis cuantitativo, alta
resolucion y sensibilidad. También tienen limitaciones ya que no puede adaptarse a
todos los métodos de ionizacion y el costo es mayor (Abian 2008). Este tipo de

analizador es usado principalmente para compuestos organicos.

En este caso los iones que llegan de la fuente de iones son acelerados a una gran
velocidad estos pasan por un sector magnético en el cual se aplica un campo
magnético en una direccion perpendicular al movimiento de los iones, cuando esto

pasa los iones se van a mover de manera circular manteniendo su velocidad.
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Los analizadores de masas del sector magnético se basan en el hecho de que los
campos magnéticos pueden dispersar iones en trayectorias de acuerdo con sus
relaciones m / z de una manera analoga a como un prisma de vidrio dispersa la luz

en sus diversas longitudes de onda o colores

Fuente
de iones

Campo
magnético

\

~
N\
N\
Rendija N
de salida

Figura 12. Analizador sector magnético

2.9.2.2. Cuadrupolo
El analizador cuadrupolar estd formado por cuatro barras metalicas en forma de
cilindros, que se encuentran de forma paralela entre si y dispuestas con gran
precision sobre una circunferencia de tal forma que el haz de iones procedente de
la fuente incide sobre el centro de las 4 barras para que las atraviesen de forma
longitudinal para incidir en el detector. A estas barras se les aplica un potencial
combinado de corriente continua y de radiofrecuencia que crean en su interior un
campo denominado cuadrupolar (Harvey 2002). Estos iones, que entran en el
analizador a una energia de unos pocos electronvoltios, son sometidos al efecto del

campo cuadrupolar que los hace oscilar y los desvia en funcion de su valor m/z de
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forma que para una combinacién de potenciales so6lo los iones en un estrecho rango

de valores m/z llega a incidir en el detector.

Los analizadores de cuadrupolo actian como filtros de iones y los espectros de
masas en estos sistemas se obtienen mediante un barrido del potencial aplicado a
las barras. En consecuencia, en cada instante solo una pequefia fraccion del total

de iones es monitorizada mientras que el resto se desecha (Skoog 2001).

Detector

/@/ ion resonante

ion no resonante

Cuadrupolo

Fuente de
ionizacion |
1

(7
\Z)

Fuente de voltaje

Figura 13. Esquema de funcionamiento de un cuadrupolo

2.9.2.3. Analizador de tiempo de vuelo (TOF)
En este analizador los iones son separados en funcion del tiempo que tardan en
atravesar un tubo de vuelo de longitud conocida, el cual depende de la relacion m/z.
Dado que todos los iones empiezan su viaje al mismo tiempo, o al menos en un
intervalo de tiempo lo suficientemente corto, los iones mas ligeros llegaran al

detector antes que los mas pesados (Abian 2008).
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Se basa en que los iones acelerados por un campo eléctrico adquieren distintas
velocidades segun el valor de su relacibn m/z y por tanto tardan distinto tiempo en
recorrer una determinada distancia. Considerando constantes la carga y la energia
cinética de los iones formados en la fuente, la medida del tiempo de vuelo permite
determinar de forma muy precisa la masa de cada uno de estos iones (Harvey
2002). A diferencia de los sistemas de cuadrupolo, el analizador TOF separa y
detecta en una escala de tiempo (tiempo de vuelo) el paquete completo de iones

procedente de la fuente.

Estos analizadores tienen varias ventajas como la robustez, simplicidad, facil
acceso a las fuentes de iones, barato, con un ciclo de barrido rapido y con un rango

de masas en teoria ilimitado, sin embargo, una sensibilidad y una resolucion

limitadas.
Muestra Tubo de vuelo
vaporizada
i iones
- detector
1
Elemrndn’x !
extractor = 3

Electrodo acelerador

Figura 14. Esquema de un analizador TOF

2.10. Espectrometria de masas en tandem
El término “tandem” indica el uso de una segunda etapa de analisis de masas
(Camilo 2004). Consiste en una configuracion de dos analizadores M1 y Ms
encargados de separar los distintos iones que pasan por ellos en funcién de su
relacion m/z, separados por una cadmara de colisiones en donde se llevara a cabo
la fragmentacion, de los iones provenientes de M1, dando lugar a la obtencion de
iones especificos en una mezcla compleja para obtener informacion estructural
sobre un ion especifico (figura 15), el gas de colision suministrado a la celda

generalmente es He, Ar o N2 (Stashenko 2010). La ventaja de utilizar masas tAndem
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es que puedes variar el modo de adquisicion de los analizadores y obtener mas

informacion.
.Slstema de Fuente de Analizador Celda de Analizador
introduccion | Lo de masas # de masas - Detector
ionizacion colision
de muestra (MS4) (MmS,)
« HPLC * b ©Qa - a
Jp e + TOF .+ TOF
* MALDI = ES » ES
* APCI * FT-ICR * FT-ICR

* FAB - MS * MS
* ESI

Figura 15. Esquema general de un sistema EM/EM (Fernandez-Lainez 2009)

Los experimentos que se pueden realizar son:

Escaneo de ion-precursor, este permite localizar a todos iones precursores o
padre que pueden generar un ion-producto. En este caso, el primer analizador (M1)
opera en el modo SCAN en donde se hace el barrido completo con una masa mayor
a la del ion producto, saliendo de este analizador pasan por la cAmara de colisién
en donde se fragmentan y pasan al segundo analizador M2 que se encuentra en

modo SIM, donde solo pasan los iones producto con la masa seleccionada.

Escaneo de ion-producto, en este caso en primer analizador (M1) opera en modo
SIM en donde se selecciona el ion precursor de interés y solo deja el paso de este,
posteriormente pasa a la celda de colisibn en donde se fragmentan y llegan al
siguiente analizador (M2) que opera en modo SCAN dejando pasar todos los iones

producto de este ion (Camilo 2004).

Estos 2 experimentos se hacen para seleccionar los iones mas estables para
posteriormente realizar el experimento de monitoreo de reacciones multiples (MRM)
que consiste en los dos analizadores de masas se coloquen en un modo de

adquisicion en SIM, con este modo se detectan de forma especifica cada uno de los
I —
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compuestos que nos interesan eligiendo correctamente el ion en M1y M2, como el
segundo analizador solo permite el paso de los iones seleccionados (mas
abundantes) que se identifican previamente con ayuda de los 2 experimentos
anteriores, hace que se logre identificar incluso las moléculas mas dificiles de
analizar (Stashenko 2010).

La espectrometria de masas en tandem tiene la caracteristica de producir patrones
de fragmentacion selectiva, que contiene informacion estructural valiosa, para cada
analito, asimismo, las pérdidas de masa especificas (transiciones) pueden utilizarse
para la calificacion y cuantificacion que conducen a una mayor selectividad, usando
correctamente sus ventajas, se puede disefiar un detector de masas especifico,

altamente selectivo y sensible (Fernandez-Lainez 2009).

Ademas, las pérdidas de masa especificas se pueden utilizar para la identificacion
y cuantificacion que conducen a un aumento de la selectividad, con esto podemos
tener seguridad que el ion que estamos viendo es de la molécula de interés y no
proviene de otra parte u otro compuesto, por lo tanto, el andlisis se vuelve
significativamente mas selectivo, y permite corroborar la presencia del compuesto

de interés en mezclas complejas.

La cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas en tAndem es un
método analitico que es utilizado para detectar y cuantificar analitos a niveles
ambientales traza, asimismo, sirve para la deteccién de medicamentos y pesticidas.
Este acople ofrece varias ventajas relacionadas con su alta sensibilidad y eficiencia,
ademas que dispone de métodos multi-analitos, sin embargo, este acople tiene
inconvenientes debido a que el resultado del analisis esta influenciado por la matriz

lo cual genera una incertidumbre de medicion.

2.10.1. Triple cuadrupolo
En un sistema tipico de cuadrupolos en tdndem, hay tres cuadrupolos configurados

de manera lineal, a menudo llamados "triple-quadrupole”. El ion analito de interés
I —
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(ilon precursor) se selecciona en masa por el primer cuadrupolo (Q1) y se deja
colisionar con un gas de colision (generalmente argén) en una segunda celda de
colision de cuadrupolo (g2), donde los iones precursores se activan por colision y
sufren una mayor fragmentacion. Este proceso se conoce como disociacion
inducida por colision (CID). Los iones hijos resultantes estan relacionados con la
estructura molecular de los iones y pueden ser monitoreados por un tercer
analizador de masas cuadrupolo (Q3) que proporciona informacion estructural de

los iones moleculares (Ho 2003).

Celda de colision

»
U } 1) ) ] )
o0 ) g )
Q1 Q2 Q3

Figura 16. Diagrama de un sistema de triple cuadrupolo

2.10.2. QTOF
En el caso del QTOF trabaja con analizadores distintos, un cuadrupolo y un TOF,
por lo que constituye un instrumento hibrido. Este disefio es similar al de un triple
cuadrupolo, solo que el ultimo cuadrupolo se sustituye por un TOF. De esta manera,
una vez fragmentado el ion precursor en la celda de colision, todos los iones
producto son determinados mediante el TOF. La posibilidad de obtener el espectro

de iones producto con masa exacta aumenta la eficacia de los datos (Harvey 2002).
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Figura 17. Esquema de un sistema QTOF

La ventaja de los instrumentos QTOF es su elevada sensibilidad de modo de barrido
de iones), su velocidad de barrido, su resolucién y la posibilidad de obtener medidas
con una masa exacta de los iones detectados. Estas caracteristicas que lo hacen
ideal para el andlisis cualitativo, tanto para la busqueda de moléculas desconocidas,
asi como para la elucidacién estructural. Sin embargo, su aplicaciéon en el campo
cuantitativo es limitado debido a su bajo rango lineal (apenas dos 6rdenes de
magnitud) y su menor sensibilidad con respecto a instrumentos cuadrupolares

monitorizando un ion (Abian 2008).
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3. METODOLOGIA

3.1. INVESTIGACION BIBLIOGRAFICA

3.1.1. Disefo y estrategia de busqueda
Se ha realizado una busqueda sistematica de documentos, articulos y estudios
cientificos en las principales bases de datos bibliograficos disponibles en internet
como PubMed/MEDLINE, redalyc, SCOPUS, ScienceDirec, google scholar, Spinger
Link y manualmente a través de Internet en revistas y organismos publicos como la
Agencia de Proteccion Ambiental de Estados Unidos (EPA). También se realizo
basqueda bibliografica de las técnicas analiticas en libros, enciclopedias, articulos

e incluso en sitios de venta de los equipos analiticos.

Principalmente se centré la busqueda en articulos que fueran investigaciones
ambientales y que tuvieran que ver con el analisis de la 9,10-Fenantrenoquinona
por técnicas cromatogréficas. La busqueda se hizo tanto en espafiol como en inglés,
las principales palabras para la busqueda fueron: Anlysis of/ determinacion
Phenanthrenequinone; Phenanthraquinone; 9,10-Phenanthraquinone; 9,10-
Phenanthrenequinone; Phenanthroquinone; 9,10-Phenanthroquinone AND gas

chromatography, AND liquid chromatography.

3.1.2. Criterios de inclusién y exclusion
En la busqueda literaria, revisiones sistematicas y estudios cientificos se incluyeron
todo tipo de documentos que tuvieran metodologias, resultados y recomendaciones
sobre las técnicas analiticas para la determinacion de la quinona, las restricciones
respecto al tiempo fueron 10 afios, sin embargo, se incluyeron articulos con un

mayor rango de tiempo debido a la escasa informacion.

El principal criterio de exclusion de articulos fue que no incluyeran informacion sobre
técnicas analiticas para el andlisis de la quinona principalmente técnicas

cromatograficas.
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3.1.3. Extraccion de datos
Tras la busqueda se localizaron 20 articulos que son relevantes para el objetivo de

esta investigacion. (excluyendo la seccion del marco tedrico)

Para la eleccién de articulos se revisaron los resimenes, en caso de ser necesario
se examinaron los articulos completos con el fin de decidir si la informacion que

contenian estaba o no relacionada con este trabajo.

3.1.4. Analisis de datos
La informacion analizada se estructurd en 4 apartados principales: analisis térmico,
derivatizacién, andlisis por CG y analisis por CL, y 2 apartados complementarios:
fuentes de ionizacion y derivatizacion. De las revisiones se extrajo informacion sobre
los autores, afio de la revista en la que esta publicado, afio de publicacion, pais
donde se realiz6 el estudio, tipo de estudio, resultados, conclusiones y

recomendaciones.

3.2. SECCION EXPERIMENTAL

3.2.1. Acondicionamiento de material
El material de vidrio se lavd previamente con jabon neutro y abundante agua, se
realiz6 un enjuague con agua desionizada y sec6 a temperatura ambiente, una vez
seco se limpid con acetona y se horne6 durante 24 horas a 180°C, posteriormente
el material se envolvié con papel aluminio (previamente horneado) y se almaceno
en un recipiente limpio. Los viales e insertos utilizados fueron lavados
exhaustivamente, algunos de ellos fueron nuevos y también fueron horneados
previamente. El material volumétrico siguié el mismo procedimiento de limpieza con
excepcion del horneado. La preparacion de disoluciones se realizé en la campana

para evitar la contaminacion de los estandares.
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3.2.2. Preparacion de muestras de trabajo
Se prepard un estandar de con una masa aproximada de 0.00010 g, ya que la
balanza analitica utilizada mide hasta 5 cifras después del punto decimal, se decidio
asi para encontrarse 10 veces arriba del error y no tener una concentracion mayor,
para tratar de que los andlisis sigan siendo lo més parecido a la concentracion traza
en la que se encuentra la molécula en el ambiente, se aforé en un matraz de 1 mL
con tolueno, llegando a una concentracion de 100,000 ng/mL (solucion stock), se
coloco en un matraz ambar y se agitd en un vortex posterior a esto se realizaron 2
disoluciones, para la disolucién 1 se tomaron 100 puL de la solucién stock con una
micro jeringa y aforando en un matraz de 1 mL, obteniendo una concentracién de
10,000 ng/mL, posteriormente de la disolucién 1 se tomaron 100 uL y se aforé a 1
mL obteniendo una concentracion de 1,000 ng/mL, todas las disoluciones se
realizaron en la campana de extraccidn para evitar contaminacion e interferencias y
se colocaron en viales ambar (figura 18), los viales se almacenaron a 4°C hasta su
analisis y antes de llevarlos al andlisis cromatografico fueron previamente sonicados

para la disolucion fuera homogénea.
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Figura 18. Esquema de la preparacion de las disoluciones de trabajo
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3.2.3. Anélisis instrumental

3.2.3.1. Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de
masas
El anadlisis de los estandares se realizé en 2 equipos diferentes, para los analisis
preliminares se realizé mediante un sistema de cromatografia de Gases (CG) 7890B
(Agilent Technologies) acoplado a un espectrémetro de Masas Triple Cuadruplo
(QQQ) 7000D (Agilent Technologies), usando solo el sistema de masas simple, con
un método de ionizacién de impacto iénico de 70 eV en modo SCAN, Columna
HP5Ms de 30 m de longitud, 0.250 mm de didmetro interno y 0.25 um de grosor de
pelicula interna. (figura 19a). También se utilizé un sistema de cromatografia de
gases (agilent Technology) 6890 acoplado a un detector de masas 5973 N, en un

modo de ionizacion por impacto electronico a 70 eV, (figura 19b)

En ambos casos se inyectd 1uL en modo splitless, con una modalidad de escaneo
completo (SCAN). La rampa de temperatura inicio en 40°C- 0 Minutos, aumento
20°C/min hasta 110°C manteniéndose 0 min, después aumento 10°C/min-300°C

por 3 min, finalmente aumento 20°C/min hasta llegar a 310°C-0 min.

Figura 19. a) sistema de cromatografia de gases (cg) 7890b (Agilent technologies) acoplado a un
espectrometro de masas triple cuadruplo (QQQ) 7000d (Agilent technologies); b) sistema de
cromatografia de gases (Agilent technology) 6890 acoplado a un detector de masas 5973 N, en

un modo de ionizacién por impacto electrénico
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3.2.3.2. Andélisis directo
Se utilizé un espectrometro de masas de alta resolucion JMS-700 JEOL (figura
20), en un modo de ionizacion positiva, introduccion directa, energia de ionizacion
de 200 eV, el gas utilizado fue metano, y la temperatura de inyeccion fue de
270°C. °C.
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Figura 20. Espectrometro de Masas de Alta Resolucion JMS-700 JEOL (SECTOR MAGNETICO)

3.2.4. Optimizacién de condiciones
3.2.4.1. lonizacion quimica (Cl)
Se realizaron experimentos en ionizacion quimica de un estdndar con una

concentracion conocida para la determinacion de la molécula.

3.2.4.2. Blanco
Se realizé la inyeccién de un blanco (disolvente) antes del andlisis de la 9,10-
Fenantrenoquinona para asegurarnos que no se encontraran sefiales e
interferencias lo cual indica que hubo una preparacion Optima del material, y el

disolvente no tiene impurezas y para evaluar la linea base sin muestra.
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3.2.4.3. Pruebas de inyeccién
Se inyectd un estandar de concentracion conocida de la 9,10-Fenantrenoquinona a
diferentes temperaturas de inyeccion hasta tener la temperatura optima de
inyeccion 9,10-Fenantrenoquinona presente sus iones que la identifican
(208,180,151,152 m/z), para esta seccidon se utilizé6 una rampa de temperatura
determinada (Temperatura inicial 40°C — 0 min, 20°C/min-110°C-0 min, 10°C/min-
300°C — 3 min, 20°C/min- 310 °C/min).
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Figura 21. Rampa de temperatura para las pruebas de inyeccién
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4. DISCUSION DE RESULTADOS DE INVESTIGACION
BIBLIOGRAFICA Y TRABAJO EXPERIMENTAL

4.1. Estabilidad y analisis térmico
En estudios térmicos se han reportado que las orto-quinonas son menos estables
que las para-quinonas, esta menor estabilidad se puede explicar basandose en las
interacciones intermoleculares de los grupos carbonilo adyacentes esto quiere decir
que los grupos carbonilos se encuentran mas cerca y como consecuencia se
incrementa su repulsion favoreciendo su degradacion en procesos térmicos (Sousa
2012) (Geissman 1973). La 9,10-Fenantrenoquinona es una quinona que tiene sus
grupos carbonilo en posicion orto, por lo que sus grupos carbonilos experimentan
una mas fuerte repulsion que sus homologas las para-quinonas, estos grupos
concentran una alta densidad electrénica derivada del atomo de oxigeno, esto
podria explicar su degradacion y las dificultades durante su analisis por
cromatografia de gases. En un estudio térmico mediante el andlisis
termogravimétrico - acoplado a calorimetria diferencial de barrido (TGA-DSC) se
encontré que esta quinona es estable por debajo 200°C, (figura 22) después de esto
hay una pérdida de masa total hasta llegar a los 250°C, en la curva de DSC el primer
pico que se observa a 208.5°C se atribuye a un proceso de fusion, en 260°C se
observa una superposicién de picos a lo que asocian a que estan ocurriendo 2
eventos simultdneos que se puede deber a una evaporacion junto a una
descomposicion térmica, con este experimento se encontrd que su presion de vapor
es 2.33x10"®*mmHg (Sousa 2012). Estos resultados indican que es térmicamente
estable en 215-250°C, por lo que es razonable sugerir su determinacién por
cromatografia de gases configurando el inyector dentro de ese rango de

temperatura.

En base a los resultados del analisis termogravimétrico (Sousa 2012) realiz6
experimentos en Headspace en CG—EM para evaluar la estabilidad de la quinona
en soluciones de acetonitrilo en condiciones cromatograficas, se realizdé una serie

de inyecciones de un estdndar de la 9,10-FQ a temperaturas cercanas a los eventos
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térmicos identificados previamente, como se muestra la figura 23 no hay
repetitividad en inyecciones sucesivas lo que sugiere que esta ocurriendo una

degradacion térmica como se mostro en el analisis termogravimétrico.
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Figura 22. Curvas simultaneas de TGA-DSC de la 9,10 fenantrenoquinona (Sousa 2012)
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Figura 23. Inyecciones sucesivas de soluciones de quinonas (Sousa 2012)
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4.2. Derivatizacion de la 9,10-Fenantrenoquinona
Pocos estudios de aerosoles atmosféricos se centran en quinonas debido a las
dificultades y retos del anadlisis. Los desarrollos de métodos analiticos recientes
incorporan la derivatizacién quimica para que contribuya a mejorar la deteccion de
las quinonas a las metodologias de cromatografia de gases-espectrometria de
masas y cromatografia liquida de alto rendimiento-espectrometria de masas
(Jakober 2007), como resultado de su degradacion térmica, dado a que las quinonas

derivatizadas son mas estables térmicamente que las originales.

La complejidad quimica, sus diversas propiedades y concentraciones de 9,10-FQ
ha involucrado el desarrollo e implementacion de diversos métodos analiticos, para
evitar su degradacion y disminuir las interferencias, la técnica utilizada para su
analisis ha sido la cromatografia, pero debido a su baja presién de vapor y su
descomposicion térmica como se muestra en la seccion anterior, se ha tenido que
recurrir a la derivatizacién para mejorar la volatilidad o alguna otra propiedad antes
del andlisis por cromatografia y sus detectores, es por esta razén que no se ha
logrado obtener un analisis concreto que ayude a monitorear la quinona de manera
regular, ya que existen diversos métodos con distintos resultados, los cuales han
llegado a ser eficientes ya que la quinona derivatizada se ha llegado a determinar
(Cho 2004) (Chung 2006).

Un método de derivatizacion frecuentemente empleado es el de Cho et al., 2004,
quienes describen el analisis CG-EM de derivados de quinona referente a la
acetilacion, las quinonas son modificadas mediante una mezcla Zinc y anhidrido
acético, como resultado se obtienen sus derivados de diacetilo (Figura 24). En este
caso los carbonilos son sustituidos por AcO, esta modificacion provoca que en la
molécula disminuya la repulsion y la degradacion, por lo que sera térmicamente mas
estable favoreciendo el andlisis por CG. Esta derivatizacion se mejord
significativamente por Chung et al., 2006 significativamente en los limites de
deteccién, donde su repetitividad y reproducibilidad tuvieron variaciones entre 2 y
22%, la ampliacion de esta metodologia para medir 12 quinonas demostré que no

todas las quinonas podrian convertirse en sus derivados de diacetilo.
I —
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Figura 24. Derivatizacion 9,10-Fenantrenoquinona (Cho 2004)

Saborit et al. 2013 utilizo una version modificada de la metodologia de Cho et., al
2004 y Chung et al., 2006 para incluir quinonas no reportadas y combinar la
extraccién y el andlisis para analizar HAP y quinonas del mismo sustrato, este
implica dos adiciones del reactivo de acetilacion y el catalizador, mientras que
Chung et al., 2006 solo repitié la adicién del catalizador, pero no el agente de
acetilacion. Sin embargo, la adicion de dos porciones de zinc implica que la apertura
del sistema reaccione antes de que se complete el proceso, lo que puede generar

pérdidas por volatilizacion

Se ha implementado también un método que se basan en la reduccion de las
guinonas mediante granulos zinc (como agente reductor) y ditiotreitol (DTT),
generando derivados de diol, posteriormente se convirtieron en sus derivados
sililados introduciendo dos grupos de trimetilsililo (TMS) (figura 25) (Toriba 2016).
Comparada con la quinona inicial, los grupos silil que se forman son mas volatiles,

menos polares y mas estables térmicamente.
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Figura 25. Reaccién de derivatizacion reductiva one-pot con trimetilsilil sobre HAPQ’s (Toriba
2016)

Jakober et al., 2007 midi6 las emisiones de 9 quinonas de vehiculos de motor de
gasolinay diésel, el estudio describe un procedimiento de derivatizacion complicado
ya que debido a los grupos funcionales polares presentes en las quinonas, se
emplearon multiples reactivos de derivatizacion para facilitar el andlisis quimico. La
derivatizaciéon de carbonilo para generar oximas se realizo usando clorhidrato de O-
(2,3,4,5,6 pentafluorobencil) hidroxilamina (PFBHA). La generacion de derivados
con PFBHA, mejoréd la deteccion y la sensibilidad y elimina algunos problemas
encontrados en la reaccién de acetilacién, debido a que no hay calentamiento o
apertura del sistema después de la adicion del reactivo. Por otro lado, el tiempo de

reaccion de 24 horas es excesivamente largo en comparacién con otros métodos.

F F .,
)k . —_— + isémeros + H,O
R1

Figura 26. Reaccién quimica de carbonilos con PFBHA para formar sus correspondientes
isémeros de oxima (Jakober 2005)
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En otros estudios han analizado la 9,10-Fenantrenoquinona mediante cromatografia
de liquidos de alta eficiencia para el analisis de varios compuestos en matrices

complejas que son relativamente poco volatiles y/o sensibles a la temperatura.

Se han implementado diversas técnicas de derivatizacion para hacer que la
molécula resultante presente diferentes propiedades para poder analizarlas con
distintos detectores, una derivatizacion implementada es con benzaldehido como
reactivo de derivatizacion en presencia de acetato de amonio para dar 2-fenil-1H
fenantro [9,10-d] imidazol fluorescente y poderla analizar mediante HPCL acoplado
a fluorescencia (figura 27) (Kishikawa 2004) (Tian 2013), ya que 9,10-FQ muestra

una fluorescencia débil.
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2-fenil-1H-fenantro [9,10-d]

9,10-Fenantrenoquinona Benzaldehido acetato de amonio imidazol

Figura 27. Esquema de reaccion para la derivatizacion por fluorescencia de fq con benzaldehido y
acetato de amonio (Kishikawa 2004) (Kishikawa 2006)

Por otro lado Kishikawa et al., 2011, realizo una evaluacion de 21 tipos de aldehidos
aromaticos en presencia de acetato de amonio para valorar la capacidad como
reactivo de derivatizacion de fluorescencia para la 9,10-FQ, se observo que el 4-
carbometoxibenzaldehido es un reactivo de derivatizacion adecuado debido a que
muestra una intensidad de fluorescencia 1,9 veces mas fuerte en comparacién con
el benzaldehido y el maximo de longitud de onda de emisidn se observo en la region

de longitud de onda mas larga entre los aldehidos aromaticos que se evaluaron

1
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(fluorescencia se fijo en 465 nm con 370 nm de longitud de onda de excitacion), el
producto fluorescente es 2- (4-carbometoxi) fenil-1Hfenantro [9,10-d] imidazol

proporciona una buena sensibilidad.

Aunque el método de (Kishikawa 2004) (Kishikawa 2011) permite la determinacion
sensible de la quinona en particulas en suspension en el aire, implican el
procedimiento de derivatizacion pre- columna lo cual fue moderadamente laborioso

y lento antes de la inyeccion al sistema HPLC.

Teniendo en cuenta la simplicidad y rapidez del método, un procedimiento de
derivatizacion posterior a la columna es mas favorable para el andlisis de rutina de
muestras ambientales, Kishikawa et al., 2010 descubri6 que la 9,10-FQ reaccionaba
rapidamente con 2-aminotiofenol (2-ATHP) para formar un derivado altamente
fluorescente que emite fluorescencia verde a 510 nm (figura 28), favoreciendo un

procedimiento de derivatizacién pos-columna y deteccion de fluorescencia.
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Figura 28. Estructura sugerida del derivado fluorescente obtenido por la reacciéon de PQ con 2-
ATHP (Kishikawa 2010)
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4.3. Fuentes de ionizacion

4.3.1. Para CG-EM
La ionizacion por impacto electrénico es la técnica mas frecuentemente reportada
en la literatura para la determinacion de la 9,10-FQ por CG-EM ya que posee una
buena reproducibilidad y una base de espectros de masas bastante amplia para
corroborar la estructura de la molécula, en la figura 29 se puede observar un
espectro extraido de la NIST de un estandar de la 9,10-Fenantrenoquinona, en
donde se puede observar los iones propuestos mas estables de la molécula con su
respectiva m/z. La figura 30 muestra los fragmentos propuestos con sus respectivas
perdidas, sin embargo, debido a las propiedades quimicas de la molécula es posible
gue no sea la interfaz mas adecuada, ya que esta es ideal para compuestos muy
volatiles y la 9,10-FQ es clasificada dentro de las moléculas de mediana volatilidad
a no volatil y es térmicamente estable en un solo rango especifico de temperatura

como se puede observar en la seccién anterior.
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Figura 29. Espectro de masas de 9,10 PQ; con una técnica de impacto electronico 70eV
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Figura 30. Fragmentos propuestos del analisis de 9,10-FQ

Una alternativa al impacto electronico es la ionizacién quimica, en este sentido
(Jakober 2007) utilizo modos de ionizacion de electrones y ionizacion quimica de
metano. Las pruebas preliminares en este trabajo confirmaron la estructura de la
quinona con un estandar, sin embargo, la abundancia de las sefales fue bastante
baja. En el espectro que se muestra en la Figura 31 muestra el ion cuasi molecular
209 m/z correspondiente al PM+1 (M+1) y el ion mas estable que identifica a la
molécula, lo que nos sugiere la revision bibliografica 180 m/z, y el ion que se
encontré en mayor abundancia con una m/z 83 posiblemente es perteneciente al

disolvente utilizado.
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Figura 31. Cromatograma en un modo de ionizacién quimica (+)

4.3.2. Para CL-EM
La metodologia més reportada para el analisis de esta quinona es mediante el uso
de cromatografia de liquidos acoplada a masas con interfaz de ionizacion quimica
a presion atmosférica (APCI), ya que generalmente se aplicada a moléculas, no
termolabiles, no polares (J. Rodriguez s.f.). En diversos estudios se ha utilizado CL-
EM/EM equipado con APCI, algunos han optado por operar en un modo de iones
negativos (Delhomme 2008; Wnorowski 2017; Mirivel 2010) y otros estudios han
operado en un modo de iones positivos (Lintelmann 2005; Delhomme 2008; Asahi
2014), esto es debido a que APCI es mas efectiva que el modo ESI para la

ionizacion de quinonas que provienen de HAP (Delhomme 2008).

No obstante, que ESI es la interfaz mas empleada para los analisis por CL-EM, en
este caso no es asi ya que es utilizada para compuestos termolabiles, iGnicos, o

compuestos que en disolucién adquieran multicargas como proteinas o péptidos.
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4.4, Determinacién por Cromatografia de gases
La cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CG-EM) ha sido
una de las técnicas mas utilizadas en la determinacion de sustancias organicas en
matrices complejas. Sin embargo, la mayoria de los estudios que utilizan
cromatografia de gases para la determinaciéon de quinonas sugieren el uso de

derivatizacion para evitar la descomposicion por calentamiento

El analisis de la 9,10-FQ es frecuentemente realizado por cromatografia de gases
aplicando una derivatizacion, sin embargo, la informaciéon de la determinacion
directa por esta técnica es contradictoria ya que la principal limitacion esta
relacionada con la descomposicion térmica. Como se observo en la seccion 4.1 la
9,10-FQ tiene una baja estabilidad térmica, sin embargo, es detectada por CG-EM
cuando la temperatura de la columna esta a 231°C, revelando asi la determinacién

directa de esta quinona (Jakober 2007).

En este estudio se realizaron andlisis preliminares sin derivatizacion en el equipo de
CG-EM de triple cuadrupolo en modo simple. Los cromatogramas obtenidos no
muestran sefales lo cual puede indicar una degradacion de la quinona (Figura 32).
En el espectro extraido mostrado en la figura 33 se exhibe un ion de 91 m/z que
posiblemente asociado al disolvente seleccionado (tolueno), con base a su

fragmentacion y sus respectivas perdidas mostradas en la figura 34.

Teniendo en cuenta que no se encuentra ningdn idn con m/z correspondiente a la
9,10-FQ e incluso se pueden observan iones con m/z mayores a la del PM de la
guinona, se suguiere que quinona aparantemente se esta degradando, aunque no
se observan sefiales de los fragmentos producidos por la degradacion o existe

alguna contaminacion.
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Figura 32. Cromatograma del estandar de la 9,10-FQ obtenido con una temperatura de
inyeccién de 210°C
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Figura 33. Espectro de masas extraido del cromatograma con un Temperatura de inyeccion de
210°C a un Tiempo de retencién de 6.195 min
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Figura 34. Fragmentacion del tolueno (Ege 2000)
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Se realizaron andlisis en un rango menor de temperatura de inyeccién (150°C-
200°C) en el equipo de CG-EM en donde se inyect6 un blanco del disolvente (figura
35), en el cual se puede observar que se llevé a cabo una preparacion optima del
material, posteriormente se inyecté el estdndar de la quinona (figura 36) en el cual
se observa una sefial muy abundante en el tiempo de retencion de 19 min

aproximadamente, lo cual se especul6 que se trataba del compuesto de interés.

La extraccion del espectro de masas verifica la presencia del ion de 180 m/z que
identifica a la molécula en base a la revision bibliografica, sin embargo, al mismo
tiempo se identifican iones con una m/z mas grande al PM de la molécula de interés.
Esta diversidad sugiere una superposicion de interferencia; el contraste del espectro
experimental contra el espectro de la biblioteca de NIST muestra la presencia de
moléculas diferentes, lo que sugiere el arrastre de un compuesto presente en la
columna, esto sucede con todas las inyecciones que se realizaron en este rango de
temperatura (ANEXO D). Estos hallazgos explican una aparentemente degradacion
0 que una posible interferencia este disminuyendo su sefial, ya que el estandar
inyectado es el mismo de la seccion de ionizacion quimica, lo cual nos permite

confirmar que la 9,10-FQ se encuentra en el estandar.
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Figura 35. Blanco de tolueno inyectado a una temperatura de 170°C
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Tiyector: 170°C TG MMTOS118.0
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Figura 37. Cromatograma del estandar de 9,10-FQ obtenido con una temperatura de
inyeccion de 170°C
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de 9,10-FQ obtenido
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Como ya se discutio previamente y en base a los resultados preliminares obtenidos
del andlisis de esta molécula podemos observar que su determinacion por CG se
dificulta principalmente por su inestabilidad térmica. Se realiza a continuacion
comparaciones entre estudios que utilizan inyeccién directa y una derivatizacion

previa con el proposito de evaluar la factibilidad de su aplicacion.

El método desarrollado por (Cho 2004) es uno de los mas reportados por diversos
estudios, el cual consiste en la estimacion cuantitativa de quinonas en CG-EM,
utilizando estandares internos deuterados y monitoreo de iones seleccionados
(SIM), en donde la 9,10-FQ y otras quinonas se convirtieron en sus derivados de
diacetilo (Seccién 4.2) después de la extraccion de la muestra y posteriormente se

analizaron por CG-EM.

En la tabla 2 se observa el tiempo de retencién y los iones monitoreados de la 9,10-
FQ, mientras que en la tabla 3 se comparan los limites de deteccién (LOD) para las
pruebas de la quinona no derivatizada y derivatizada, los limites de deteccién fueron
mas altos para el procedimiento no derivatizado, la diferencia de sensibilidad entre
la quinona derivatizada y no derivada se puede ver comparando la abundancia de
cada pico ya que se inyectaron cantidades iguales en todos los casos (3.3 ng). En
la Figura 38 se observa la abundancia del estandar de la 9,10-Fenantraquinona sin
derivatizar en donde se utiliz6 lon 180.10 para monitorearla mientras que en la
Figura 39 se observa su derivado acetilado, en donde se utilizé el ion 210.10
monitorearla. La tabla 4 muestra los resultados de la aplicacion del procedimiento
finalizado al DEP, en el cual la 9,10-FQ se encuentra cuantificable, estos valores
representan la media obtenida de cuatro ponderaciones separadas, cada una
determinada con una sola inyeccién. Cabe resaltar que los tiempos de retencién y
las proporciones de masas controladas se compararon con estandares y
confirmaron la identidad de la quinona en las muestras, estos resultados muestran

gue el método de CHO permite la cuantificacion de quinonas.
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Tabla 2: Condiciones de monitorizacion de iones seleccionados para la 9,10-FQ

-I;'eetrenr?gédne m/z utilizada para la | lones monitoreados m / z, (fragmentos de
: cuantificacion masa)
(min)
210.1 (M-2CH2CO")
36.11 210.1 252.0 (M-CH2CO")
294.0 (M)

Tabla 3: Comparacion de los limites de deteccion de la 9,10-FQ derivatizada y no derivatizada

LOD (ng)
No derivatizada Derivatizada
3.8 0.2

Tabla 4 : Concentracion de 9,10-FQ quinona (pg/g) en DEP

MW n Promedio SD RSD%
20.822 4 24.19 24.19 8

(1)

lon 180.10 (180.10 to 180.10): 4-25-02.D
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Figura 38. 9,10-FQ sin derivatizar
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Figura 39. 9,10-FQ derivatizada

Chung et al., 2006 utilizé el metodo de Cho et al., 2004 en su estudio atmosférico
convirtiendo la quinona en su derivado diacetilado para analizarla mediante CG-EM,
ellos confirmaron que el método mejoré significativamente la sensibilidad del
analisis y mejoro los limites de detecciéon para la 9,10-FQ y esta se convirtio
completamente en su derivado de diacetilo durante el andlisis mientras que otras
guinonas solo se reaccionaron parcialmente, y la derivatizacion no mejoré los limites

de deteccion.

(A. E. Fernandez 2008) y (A. E. Fernandez 2008) realizaron un estudio atmosférico
en el cual utilizé el metodo de CG/EM descrito como un metodo eficinete por (Cho
et al., 2004), el cual describe como un metodo eficiente y (A. E. Fernandez 2008)
encuentra que el 90% de la 9,10-FQ en el sitio del receptor se forméd
fotoquimicamente durante el transporte atmosférico. Y encuentran que 9,10-FQ, se

encuentra solo en la fase de particulas.
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Saborit et al., 2013 en su analisis de concentracion atmosférica de quinonas y HAP
usa la metodologia desarrollada por Cho et al 2004 con modificaciones la cual fue
validada por un andlisis de polvo urbano (SRM 1649a y SRM 1649b) que result6 en
una excelente concordancia con las concentraciones certificadas de HAP y

quinonas.

Este estudio compara las concentraciones obtenidas de 9,10-FQ con la literatura
(tabla 5), destacando que las concentraciones de la quinona medidas en ambos
SRM son similares, lo que demuestra la exactitud y precision de esta metodologia,
lo que significa que los resultados reportados demuestran la aplicabilidad de la

metodologia.

Tabla 5: Concentraciones experimentales de 9,10-FQ

SRM 1649a SRM 1649b
(Saborit . (Saborit
2013) (Cho 2004) (Mirivel 2010) 2013)
Numero de n=4 n=12 n=3 n=4
replicas
nstumento | oo glem | co-ErEM | UPEEAPCE oo glEMm
analitico TOF
Concentraciones
experimentales
(mg/kg) y 1.22 (0.06) | 1.18 (0.13) 1.133 (0.152) 1.51 (0.12)
desviacion
estandar

Ademas, la desviacion estandar reportada para las quinonas en este estudio no
solo muestra que la masa de SRM analizada es homogénea, sino que también
resalta que este método que se empled es adecuado para la determinacion de una
gran lista de quinonas de la misma matriz analitica. Destacando que las mediciones
obtenidas de fase de particula y vapor en este estudio de 9,10-FQ superan a los
demas datos publicados.

Asimismo, Saborit et al., 2013 hizo un analisis de las propiedades fisicoquimicas de

HAP y guinonas en donde mostré que la tendencia entre la presion de vapor y el
I ——
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peso molecular es similar para los HAP y las especies de quinonas. En cambio, la
correlacion entre log Kow y el peso molecular mostré un patron diferente para HAP
y quinonas, esto quiere decir que en cuanto mas pesado es el compuesto, mayor
es el log Kow; en donde los HAP muestran un log Kow mas grande que las quinonas
para pesos moleculares similares. Esto coincide en que las quinonas son mas

polares que sus precursores los HAP debido al enlace C=0.

Gimate et al., 2014 en un estudio atmosférico se analizaron quinonas y HAP’s en la
Zona Metropolitana de Guadalajara se cuantificé la quinona, en este estudio se
realizd su extraccion y posteriormente se analiz6 mediante CG-EM. Los espectros
de masas se obtuvieron por impacto electrénico (70ev) y analizador de masas
cuadrupolar. Se utilizé el modo de exploracion (40-500 uma) para obtener el tiempo
de retencion y seleccionar el m/z que era caracteristico de la molécula. Las
concentraciones ambientales en las muestras se corrigieron con blancos, en donde
la 9,10-FQ tuvo una concentracion ambiental de 2.66 ng/m? que es el 12.8% del

total extraido.

Santos et al 2017 desarrollé6 un método de microextraccién de una sola gota con
cromatografia de gases acoplada a masas (SDME/CG-EM) para quinonas, pero
este método es para muestras de agua, sin embargo, mostré buena sensibilidad,
linealidad, precisién y exactitud para la determinacién de quinonas, lo cual se puede
ver como una alternativa para el andlisis de 9,10-FQ en el aire. En la tabla 6 se
pueden observar los iones que se eligieron, el primer ion se utiliz6 para la

cuantificacion y el segundo para la confirmacion.

Tabla 6: Condiciones de monitorizacion para la cuantificacion de 9,10-FQ

lon de cuantificacion | lon de confirmacion | Tiempo de retencion
(m/z) (m/z) (min)
180 208 15.72
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Para validar el método tuvieron en cuenta el rango lineal, coeficiente de
determinacién (r?), LOD, LOQ, precision, pruebas de recuperacion (como
aproximacion a la precision) y prueba con muestras reales, la validacion se realizé
siguiendo los criterios sugeridos por la IUPAC. En la tabla 7 se pueden observar
las cifras obtenidas que se utilizaron para la validacion del método propuesto para
la 9,10-FQ.

Tabla 7: Cifras para la validacién del método propuesto

Coeficiente | Rango LOD LoQ Precision (RSD) Factor de
de lineal (ng/L) (ng/L) Intraday | Interday | enriquecimiento
correlacién (%) (%)
()
0.9969 50-200 9.27 50.0 4,78 16.2 109

La exactitud del método analitico presentado fue determinada por experimentos de
adicién/recuperaciéon y cémo podemos observar en la tabla 8 los valores de
recuperacion relativa variaron 98- 101% para la 9,10-FQ, para el andlisis de trazas,
los valores de recuperacién aceptables son generalmente del 80 al 120%. Sin
embargo, dependiendo de la complejidad analitica y de la muestra, este valor puede
oscilar entre el 50 y el 120%, con una precisién de hasta + 15%, lo que quiere decir

gue los resultados de este método son satisfactorios.

Tabla 8: Recuperacion de 9,10-FQ en muestras de agua

Recuperacion (%)

Concentracion agregada
50 pg/L 110 pg/L 200 pg/L

98 108 101
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Las quinonas derivatizadas en estudios ambientales han llegado a tener un limite
de deteccion mas bajo que las no derivatizadas. Esto es debido a que las quinonas
derivatizadas son térmicamente mas estables que las quinonas originales por su
estructura y esto permite que se logre analizar sin que se degrade al momento del
analisis (Sousa 2012).

La derivatizacion en los ultimos afios se ha implementado y se ha ido mejorando,
teniendo cada vez mejores resultados, sin embargo, para varias quinonas aun no
se ha obtenido una gran eficiencia. Esto quiere decir que se han llegado a degradar
en el proceso o0 no se llegan a transformar por completo, por lo que Sousa et al.

2015 sugiere un analisis directo.

Sousa et al., 2015 en su estudio analiza las quinonas en forma no derivatizada y
derivatizadas acetiladas con el fin de evaluar la viabilidad de su determinacion
directa mediante CG-EM, ellos optimizaron las condiciones y como resultado
obtuvieron tiempos de ejecucién mas cortos que los informados por Chung, Cho y
Delgado-Saborit. En la tabla 9 se muestran las condiciones que se obtuvieron y los
iones monitoreados de la solucion estandar de la 9,10-FQ, se puede observar que
la quinona derivatizada tiene mejores limites de deteccién y de cuantificacion,
aungue con un tiempo de retencion mayor, mientras que la quinona no derivatizada
tiene un tiempo de retencion menor, pero limites de deteccion y cuantificacion 10 y
20 veces mas grandes respectivamente. En la figura 40 se puede observar los
cromatogramas de varias quinonas derivatizadas con una concentracion de 19 ng/L

y las quinonas no derivatizadas con una concentracion de 18 ng/L.

Tabla 9: Resultados obtenidos con soluciones estandar de la 9,10-FQ y sus derivados

9,10-FQ Tr/min | segmento | lones monitoreados r2 CV% LOD LOQ
ng/m?3 ng/m?3
n| At/min q Q
No 33.616 | 3| 25-51 208 208 1.000 1.63 0.30 0.53
derivatizada
derivatizada | 42.36 | 3| 25-32 | 210,252,294 | 210 0.9922 | 7.37 0.20 0.35
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Figura 40. Cromatogramas de una mezcla de quinonas: a) forma no derivatizada (18 mg/L) y b) forma
derivatizada acetilada (19 mg /L).

Posteriormente se aplicaron ambos métodos a 86 muestras reales de material
particulado atmosférico recogidas del interior de la terminal de autobuses mas
grande de Salvador, Bahia, Brasil, y encontraron que la concentracion mas alta de
quinona en PM2.5 es de la 9,10-FQ la cual fue de 7.39 ng/m? (tabla 10).

Este estudio muestra que los métodos CG-EM revisados en este caso para la
determinacién de 9,10-FQ que estdn asociados con particulas atmosféricas
mostraron niveles bajos de LOD y LOQ, por lo que es viable identificar y cuantificar
en forma derivatizada y no derivatizada. La correlacion demostrada por estos
meétodos permite confiar en el andlisis de quinonas en forma directa no derivatizada

ya que reduce el manejo de la muestra, un tiempo de retencion menor, lo que
|
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favorece, por el bajo costo y el tiempo del equipo seria y asi se cuidaria la columna.
Ademas, encontraron que la concentracion mas alta de quinona en PM2.5 es de la
9,10-FQ, que fue de 7.39 ng/m3.

Tabla 10: Resultados del analisis 9,10-FQ de las muestras ambientales en la forma derivatizada
acetilada y no derivatizada

No derivatizada Derivatizada ng/m?3
ng/m3
Sousa 2015 Sousa 2015 literatura
<LOD —5.32 <LOD —7.39 0-2.2 (Cho 2004)
(Saborit 2013) (A. E.
Fernandez 2008)

4.5. CG-EM/EM
Una alternativa para mejorar la confiablidad del analisis, sin una reaccion previa, es
inyectar directamente la molécula en el cromatdgrafo de gases a temperaturas
menores para asi aprovechar la sensibilidad y selectividad que ofrecen los acoples
de cromatografia de gases a espectrometria de masas tandem. De esa manera los
analisis serian mucho mas rapidos, selectivos, el limite de deteccion podria ser mas
bajo, y se mejoraria la precisién y exactitud del andlisis. Asi se podria facilitar su
determinacién y conocer su concentracion ambiental, y podria ser util para el disefio

de medidas de control y poder monitorearla.

Toriba et al., 2016 realiz6 un estudio de varias quinonas derivatizadas
(derivatizacion mostrada en el punto 4.1.2) incluyendo la 9,10-FQ en donde el
método analitico desarrollado fue altamente sensible y selectivo para la
determinacién de varias quinonas, e incluso la sensibilidad fue mayor que el analisis
directo con el mismo método de CG-EM/EM, esto es debido al acople de esta
técnica, ya que solo permite el paso de los iones seleccionados. Los iones mas
significativos en los espectros del primer analizador fueron los iones moleculares
[M]*; los cuales se utilizaron como iones precursores para escanear los iones del

producto en Mz, los iones producto que se observaron especialmente fueron [M-88]
I —
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+ (M-(CH3) 4-Si) que se pueden observar en la figura 41 que muestra el espectro

de masas de la 9,10-FQ derivatizada por este metodo.
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Figura 41. Espectros EM/EM de iones [M]+ de 9,10-FQ derivatizada

4.6. Determinacién por Cromatografia de liquidos
Una alternativa que podria ser muy util para la determinacién de la 9,10-FQ en
muestras de aire ambiente es la cromatografia de liquidos ya que las sustancias
térmicamente labiles o los compuestos de baja volatilidad pueden detectarse
facilmente y sin las limitaciones que ocurren en la CG-EM, ademas de que ofrece
una amplia variedad de fases estacionarias cuyas selectividades permiten la

resolucion de mezclas de alta complejidad.

HPLC es una de las técnicas mas utilizadas para el analisis de quinonas en
muestras biolégicas y ambientales acoplada a diversas técnicas de deteccion que
incluyen ultravioleta (UV), fluorescencia (FL), quimioluminiscencia (CL), deteccion
electroquimica (ECD) y la espectrometria de masas (EM). Sin embargo, la mayoria

1
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de las técnicas de deteccion de HPLC carecen de sensibilidad y selectividad
comparada con EM, la técnica mas viable es la de FL ya que de las anteriores ya
sefaladas es la que puede llegar a ofrecernos un poco de sensibilidad y

selectividad, pero para esta técnica se requiere una derivatizacion (Kishikawa 2013).

La separacion de quinonas por HPLC se lleva a cabo habitualmente en fase inversa,
utilizando una fase estacionaria apolar unida quimicamente, por ejemplo, Cais.
(Sousa 2016) sin embargo, alin no existen columnas especificas para el andlisis de
quinonas, pero se pueden utilizar las columnas cromatograficas especificas para el

andlisis de HAP.

Este método puede ofrecer buena selectividad y sensibilidad como fue reportado
por Kishikawa et al, 2004. Ellos utilizaron un método HPLC altamente sensible y
selectivo acoplado a fluorescencia para la determinacién de 9,10-FQ con
derivatizaciéon (reaccion descrita en la seccion 4.2), el derivado generado exhibe
una fluorescencia fuerte y, por tanto, la reaccién anterior se aplicé a la derivatizacion
fluorescente de FQ antes de la columna (derivatizacion pre- columna) seguida de
HPLC de fase inversa, en la figura 42a se muestra el blanco del reactivo y la figura
42b el estdndar de la quinona derivatizada en donde solo se observa un pico en un

tiempo de retencion de 19 minutos con una intensidad bastante alta.

Adicionalmente lo aplicaron a muestras de particulas suspendidas en el aire
después de optimizar las condiciones de reaccion, el método propuesto se aplico
con éxito a la determinacién de 9,10-FQ, en la figura 42 se puede observar la
comparacion de los cromatogramas de las muestras obtenidas, en la figura 42c
fueron enriquecidas con el estandar de 9,10-FQ en donde se detecta un pico
correspondiente al derivado de FQ muy abundante sin ningun pico de interferencia,
en cambio en la figura 42d solo corresponde a el extracto obtenido sin ningdn
estandar, como se puede observar practicamente es el mismo pico, solo que como
el b esta enriquecido con estandar tiene una mayor abundancia. (Kishikawa 2004),
esto se confirma con la comparacion de picos del estandar con la muestra y se
confirma que efectivamente es la molécula derivatizada de 9,10- FQ.
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La separacion por HPLC del derivado fluorescente de FQ se realiz6 en 20 min. Se
logré una determinacion altamente sensible y selectiva de FQ con el limite de
deteccién de 5 fmol (S/N = 3). Mediante el método propuesto, la FQ en las particulas
en suspension se determind con éxito en el rango de 0,26 a 0,30 ng/ m3 (n = 3), lo
cual demuestra que este método logra determinar la quinona en muestras

ambientales.
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Figura 42. Cromatogramas a) blanco del reactivé, b) solucion estandar de 9,10 FQ derivatizada, c) en el extracto
de particulas de aire, d) particulas en el aire enriquecida con estandar.

Kishikawa et al., 2006 determin6é la concentracion de 9,10-FQ en particulas
transportadas por el aire recolectadas en un sitio urbano en la ciudad de Nagasaki,
Japon, e investigamos la variacion estacional y semanal de los niveles de esta
guinona mediante el método de (Kishikawa 2004), este método se aplico con éxito
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a la determinacion de 9,10-FQ en particulas en suspension, la recuperacion de la
quinona a partir de particulas suspendidas en el aire> 92% y el rendimiento de
reaccion de 9,10-FQ al derivado fluorescente un 80%. En la figura 43 se muestra un
cromatograma de HPLC de la quinona extraido de particulas en suspension en el
aire, en el cual se observa un pico delgado correspondiente al derivado de la
quinona que era claramente identificable y comparable con (Kishikawa 2004),
ademas encontraron que las concentraciones de 9,10-FQ en invierno fueron mas
altas que en verano y en su estudio de variacion semanal, las concentraciones de
9,10-FQ fueron mas altas durante los dias de semana y mas bajas los fines de

semana, debido a que se correlaciona con el fenantreno.

PQ derivative

l

0 10 20
Tiempo de retencion

Intensidad fluorescente

Figura 43. Cromatograma de 9,10-FQ derivatizada en el extracto de particulas en suspension
(Kishikawa 2004)
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Adicionalmente compararon resultados y encontraron que el nivel de 9,10-FQ en la
ciudad de Nagasaki era del mismo orden de magnitud que el identificado en sitios
urbanos en Los Angeles, (0.130-0.730 ng m3 que determino (Cho 2004) ) , mientras
que el nivel de 9,10-FQ en la ciudad de Nagasaki era mucho més alto que el de un
sitio rural en Los Angeles (0.006— 0.018 ng m3, (Cho 2004)).

Usando la derivatizacion pre-columna HPLC con deteccion de fluorescencia
(Kishikawa 2011) sustituyo el benzaldehido por 4-carbometoxibenzaldehido, como
resultado la sensibilidad fue 4 veces mayor que método anterior con benzaldehido.
En la figura 44a se muestra el cromatograma HPLC del blanco del reactivo, en la
figura 44b el cromatograma de la solucién estandar de la 9,10-FQ obtenida después
de la derivatizacién con 4-carbometoxibenzaldehido, el cual se detectd en un tiempo
de retencion de 8.5 minutos ademas no se observan interferencias derivadas del
reactivo de derivatizacién. La curva de calibracién que se obtuvo con el estandar
9,10-FQ mostr6 una buena relacion lineal (r = 0,999) entre las concentraciones y las
alturas de los picos en el rango de 0,005 a 10 pmol / inyeccién, y el limite de
deteccion para con una relacion sefial/ruido (S/N) de 3 fue de 1,2 fmol / inyeccién.

A A A

a) b) c)
PQ

intensidad de fluorescencia relativa
intensidad de fluorescencia relativa
intensidad de fluorescencia relativa

A ~ e l’\..—]"-—

I l I L} L
I |_I.-, 1(; 0 5 10

) 5 ., .1 0
Tiempo de retencion (min) Tiempo de retencion (min) Tiempo de retencion (min)

O -

Figura 44. Cromatogramas de a) blanco de reactivo, b) solucién estandar de 10 pmol / inyeccion de
9,10-FQ derivatizada y ¢) 9,10-FQ derivatizada en el extracto de particulas en suspension en el aire.
(Kishikawa 2011)
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Posteriormente a la optimizacion del método se aplico a extractos de particulas en
suspension en el aire, en la figura 44c se muestra el cromatograma obtenido de la

muestra, y se observa que la 9,10-FQ se puede detectar sin ninguna interferencia.

Estos métodos aun que son sensibles para la 9,10-FQ en particulas en suspension
en el aire, la derivatizacion pre-columna requiere mayor tiempo y es mas laborioso,
por esa razon (Kishikawa 2010) implementé un método para la determinacion de
9,10-FQ simple y rapido por HPLC con una derivatizacion post-columna (seccién
4.2) y deteccion de fluorescencia, permite la inyeccion directa de la solucion de
muestra con un tiempo de analisis menor, se detectd el estandar de la quinona
mediante el método de derivatizacion post-columna en un tiempo de retencién de
24 minutos (figura 45a) y el limite de deteccion fue de 67 fmol /inyeccion (S/N=3).
Posteriormente el método se aplicé a la determinacion de 9,10-FQ en particulas en
suspension, en la figura 45b se puede observar el pico del derivado de la quinona
en el minuto 24, mientras que en la figura 45c en ausencia 2-ATHP no se detecta,
la concentracion promedio (media + SD, n =11) de 9,10-FQ encontrada en las
particulas en el aire recolectadas en la ciudad de Nagasaki fue de 0.28 + 0.09 ng/
m3. Ademas, se encontr6 que las concentraciones de derivatizacién obtenidas por
este método estaba correlacionado con las determinadas por el método de
derivatizacién pre-columna (Kishikawa 2004). La sensibilidad del método se
compard y fue 14 veces mayor que la CHO 2014 en su método por CG-ES y muy
parecida a la del método de Delhomme 2008 por de HPLC-EM/EM con ionizacién
negativa, pero la sensibilidad del método propuesto fue 10 veces menor que el

método de derivatizacion pre-columna (Kishikawa 2004).

Mirivel et al., 2010 ha desarrollado una herramienta promisoria mediante extraccion
liquida presurizada con cromatografia de liquidos de ultra rendimiento acoplada a
espectrometria de masas con una interfaz de ionizacidbn quimica a presion
atmosférica y un analizador TOF (UPLC-APCITOF-EM) en muestras de particulas
de aerosoles ambientales dado que el acople TOF-EM puede obtener una mayor
confianza en la caracterizacion de compuestos en matrices complejas, como

particulas atmosféricas, con una buena sensibilidad de deteccion. En la figura 46

1
74



podemos observar el cromatograma iénico CL-TOF-EM de una solucion estandar

de 9,10-FQ en modo de iones negativos en donde la quinona se encuentra en el

minuto 19 y en la tabla 10 se encuentra la concentracion en SRM 1648, SRM 2584,

NIES No. 8 y una muestra de hollin, estos resultados son superiores a los obtenidos
a los de (Delhomme 2008).

>
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Figura 45. Cromatogramas de la 9,10-FQ a) estandar derivatizada, b) derivatizada en el extracto
de particulas en suspensién y b) sin reaccion de derivatizacion posterior a la columna (Kishikawa

2010)

Tabla 11: Concentracién (ng/gl) de 9,10-FQ

SRM 1648a SRM 2584 NIES No. 8 Combustion de hollin de
gueroseno
520 (30) <92 11,368 (1,023) <1,585
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Figura 46. Cromatogramas iénicos CL-ToFMS de una solucién estandar de NPAH y OPAH con
APCI en modo de iones negativos (Mirivel 2010)

Taguchi et al., 2008 en su estudio celular determiné la 9,10-FQ y su metabolito
mediante un equipo de HPLC acoplado a UV-Vis, también acoplado a un
espectrometro de masas con una fuente de bombardeo atémico rapido (FAB) logro
determinar la quinona en la figura 47 se puede observar el cromatograma de la
qguinona en el cual es eluida a un tiempo de retencion de 6.9 minutos , sin embargo,
como es un método que se aplica en enzimas se tendria que probar para verificar

gue sea factible para muestras ambientales.
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Figura 47. Cromatograma de 9,10-FQ y su metabolito

4.7. CL-EM/EM
Una alternativa para el analisis de la quinona seria CL-EM/EM, ya que este acople
nos ofrece mayor sensibilidad y eficiencia a comparacién de CL-EM, lo cual

ayudaria a determinar la quinona con mayor selectividad.

Lintelmann et al., 2005 en su estudio mediante CL-EM/EM de muestras de aerosol
llevo a cabo la deteccién de quinonas y HAP, debido a las caracteristicas no polares
de la quinona, se aplicé ionizacion APCI con tampén de acetato de amonio,
realizaron un barrido de una solucion estandar por Qi el cual proporcioné el ion
pseudomolecular dominante [M+H]*, el cual se eligié6 como ion precursor para sufrir
fragmentacion, el cual proporcioné fragmentos debido a la eliminacién de CO, estos

se muestran en la tabla 12.
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Tabla 12: lones utilizados para la deteccion de 9,10-FQ en EM/EM con modo APCI positivo

lon precursor | lon producto Pérdida de Pérdida de Energia de
(M+1) (m/z) | principal (m/z) masa (Da) masa (Da) colision (eV)
209 181 28 153 25

Este método es una herramienta muy sensible y selectiva para el analisis de
quinonas, debido al modo de deteccion MRM vy al uso de la interfaz APCI. Después
de una mayor optimizacion y validacion, este método se puede llegar a utilizar de

una manera rutinaria.

Delhomme et al.,, 2008 por otro lado también desarroll6 un método analitico
mediante cromatografia liquida-espectrometria de masas en tandem (CL-EM-EM)
en donde se probd la ionizacién quimica a presién atmosférica (APCI) en modo de
iones positivo y negativo y ESI en modo de iones positivo y negativo, asi como la
detecciéon de fluorescencia, en muestras de aerosol a muestras de particulas de
aire, para optimizar el método se prepararon estandares y realizaron un barrido de
soluciones estandar por Q1 (primera ionizacion) que produjo el ion pseudomolecular
[M], este ion pseudomolecular se eligié para llevar a cabo la fragmentacién. Se
observd el fragmento debido a la eliminacion doble de CO [M-28-28] -, los

parametros de monitorizacion para la deteccién se muestran en la tabla 13.

Tabla 13: Pardmetros para monitorizacion para la deteccion en EM—EM con interfaz
APCI

lon precursor | Fragmento Pérdida de Otros iones de Energia de
(m/z) seleccionado | masa (Da) producto (m/z) colision (V)
208 152 56 208.180 30

Ellos encontraron que la APCI negativo tiene mejores resultados (tabla 14) este
método CL-EM/EM no necesitd derivatizacion y resolvio otras limitaciones de las

técnicas de fluorescencia de CG-EM y HPLC.
I —
78



Para probar el método recolectaron muestras de particulas finas (PM2.5), y la 9,10-
FQ estuvo presente en todas las muestras en donde fue la quinona mas

predominante (1,90 ng/m?3).

Tabla 14: Limite de deteccion y limite de cuantificacion para el método CL-APCI-EM-EM
con ionizacion negativa o positiva de la 9,10-FQ

Tiempo de Limite de deteccién Limite de cuantificacion R?
retencion (ng/L) (ng/L)

(min) APCI() | APCI(+) | APCI() APCI (+)

14.13 1.15 6.60 3.83 22.0 0.9995

En otro estudio atmosférico de la industria de las arenas petroliferas (Wnorowski
2017) en Canada se recolectaron muestras de particulas ultrafinas (PUF), en donde
se cuantificé la fase gaseosa y la fase particula se analizaron mediante un
cromatografo de liquidos de alto a un MSD ThermoFisher TSQ Quantum Discovery
Max TripleQuad para la separacion y deteccion de los analitos, los datos se
adquirieron bajo APCI en modo negativo, las quinonas se determinaron a partir de
las fracciones M3OH en modo EM/EM en donde los criterios de confirmacion del
compuesto por EM/EM se basaron en la identificacion de los iones de origen y de
dos productos, el fragmento de transicion con mayor intensidad se usé como
cuantificador y el segundo fragmento se usé como calificador. Los datos analiticos
de la 9,10-FQ se muestran en la tabla 15, en donde cabe resaltar que antes de la
extraccion y la determinacion analitica los filtros se enriquecieron con 100uL de
estandares de recuperacion (10 ng/uL), se puede observar que la 9,10-FQ se
cuantifico en los 3 filtros que se midieron en diferentes momentos del dia, lo cual
nos indica que CL-EM/EM es una alternativa muy prometedora para regular la

quinona.
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Tabla 15: 9,10-FQ A: medida durante 24 horas, B: medida durante en dia, C: medida
durante la noche

Fase gaseosa (ng/m3) Fase de particulas (hg/m3) GAS

Min. Max. | Media | Mediana | Total | Min. | Max. | Media | Mediana | Total | PARTICULAS
0.009 | 0.091 | 0.049 0.048 0.196 | 0.023 | 0.033 | 0.028 0.028 0.056 3.5
0.007 | 0.068 | 0.021 0.010 | 0.107 | 0.008 | 0.032 | 0.020 0.016 0.099 1.1
0.0056 | 0.333 | 0.195 0.195 | 0.389 | 0.011 | 0.078 | 0.040 0.027 0.201 1.9

Por otro lado, Asahi et al., 2014 realiz6 un estudio en orina el cual fue analizado por

CL-EM/EM, en donde se llevo a cabo una elucién en gradiente usando acetato de

amonio 5 mM en agua (eluyente A) y metanol (eluyente B), acoplado a un

espectrometro de masas de tiple cuadrupolo que se oper6 en modo de

monitorizacion selectiva de reacciones (SRM), y los iones precursores (Q1) y

producto (Q3) monitoreados fueron m/z 209 — 181 para 9,10-FQ y para el estandar
9,10-FQ-d8 m/z 217 — 189.

Figura 48. Espectros EM/EM del ion [M+H] + del estandar 9,10-FQ obtenido de los
estandares corresponden a 50 pmol /inyeccion
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En la figura 48 se muestran los resultados obtenidos del andlisis de la quinona, el
fragmento de m/z 209.1 corresponde al ion molecular protonado [M+H]*, este ion se
fragmenté a m/z 181.1 [M-COJ*y m/z 153.0 [M-CO2]* como iones producto (Asahi
2014), con este método logra analizar y cuantificar la quinona, sin embargo, este
método fue aplicado para muestras de orina pero debido a sus buenos resultados
podria ser una alternativa para muestras ambientales, por lo cual se tendria que
probar este método para verificar los limites de cuantificacion y deteccion para este
tipo de muestras y verificar si es viable, ya que el tratamiento de la muestra es
diferente.
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5. PROPUESTA DE PROTOCOLO DE ANALISIS

A partir de la revision bibliogréfica sobre las técnicas cromatogréficas se propone
realizar la preparacion del estandar de 9,10-Fenantrenoquinona como se describe
en la seccion de metodologia, para realizar un andlisis sin derivatizacion. Ya que en
base a los resultados de Sousa et al. 2015 el andlisis directo es una buena
alternativa, para esto la disolucion estandar se llevara al cromatdgrafo de gases de
triple cuadrupolo para probar su separacion con los experimentos de ion precursor
y ion producto, utilizando distintas rampas de temperatura en el horno del
cromatografo de gases y con la fuente de ionizacion de El y Cl se probaran distintas
energias de colision, hasta obtener las condiciones o6ptimas de separacion

posteriormente se realizara la comparacion de los resultados.

Una vez optimizada la separacion se configura el espectrémetro de masas para los
experimentos de MRM, donde a partir del espectro de masas simple, seleccionara
el fragmento mas abundante y se probara su fragmentacion a distintas energias de
colision y velocidad de barrido con la finalidad de obtener las maximas abundancias
y el espectro de masas Unico que favorezca su identificacion inequivoca en una

disolucion orgéanica.
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6. CONCLUSIONES

En la busqueda literaria ambiental indica que las quinonas son uno de los
compuestos menos estudiados. Esto se debe principalmente a los desafios en los
meétodos analiticos, la falta de requisitos regulatorios y como consecuencia falta de
estudios sisteméaticos. Por lo tanto, hay escasez de informacion sobre la presencia,
el destino y el efecto de las quinonas en el aire ambiental. Para obtener datos
confiables sobre la composicidon y las concentraciones de quinonas se requieren

meétodos versatiles para el procesamiento eficaz de las muestras y para el analisis.

El proceso de derivatizacion es una buena opcion, la mayoria de los métodos la
incluyen, pero se corre el riesgo de perder la molécula de interés como es el caso
de algunas otras quinonas o que se modifiguen medianamente y el método no sea
tan exitoso. Por otro lado, se ha logrado determinar la 9,10-FQ directamente por
CG-EM, pero los autores concluyen que hace falta determinar un método para su
analisis (Sousa 2015), todos los métodos propuestos tanto en gases como liquidos
tienen sus limitaciones, pero aun asi la molécula se ha determinado, sin embargo,

sigue la discrepancia por cual método sea el mas adecuado.

El analisis mediante CG-EM/EM y HPLC-EM/EM con quinonas derivatizadas puede
llegar a ser una buena opcion para el desarrollo de un método estandar (Toriba
2016) (Delhomme 2008) (Lintelmann 2005), ya que es un andlisis mas selectivo y
sus resultados han sido exitosos, por otra parte en base a los experimentos
realizados una buena opcién para analizar la 9,10-FQ seria un analisis por
ionizacion quimica, sin derivatizacion ya que es una técnica mas suave y nos
permitiria su determinacion identificando su ion molecular, sin embargo hay que
tomar en cuenta que debid a su baja reproducibilidad podria presentar variaciones

el método que se desarrollaria.

Una recomendacion para analizarla seria realizar experimentos sin lana de vidrio
en el liner ya que este se encarga de retener moléculas organicas de baja
concentracion que puedan interferir con los andlisis y la molécula de interés esta en

una concentracion traza por lo que esto pudiera estar sucediendo.
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7. PERSPECTIVAS

Aplicar la técnica adecuada a estdndares de la 9,10-Fenantrenoquinona para el
desarrollo de un método analitico para su determinacion, optimizando parametros

cromatograficos.

Emplear el método a muestras reales, para su evaluacion del desempefio y la
confiabilidad del método analitico optimizado, asi como su validacion para
posteriormente realizar una aplicacion rutinaria para poder monitorearla y establecer

parametros de regulacion.
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ANEXOS

ANEXO A: Propiedades quimicas de 9,10-Fenantrenoquinonay su
precursor

e 9,10-Fenantrenoquinona

Solubilidad Log Constante de

CAS | gmon | (O | () | (umbg | SHO | Ko Henry
(20°C) | (atm*m3mol)

- -9

84117 | 20821 | 29% | 360 |2.33x10% | 04mg/mL | 252 | 279¥100
207 8 Eox 107 1.07x10

Otros nombres: Phenanthrenequinone; Phenanthraquinone; Phenanthrene, 9,10-

dihydro-9,10-dioxo-;

¢ [Fenantreno

9,10-Phenanthraquinone;
Phenanthroquinone; 9,10-Phenanthroquinone

9,10-Phenanthrenequinone;

Pv Solubilidad Constante
PM Pf Pe Log Kow
CAS o o (Paa en H,O o de Henry
ESTRUCTURA (g/mol) | (°C) (°C) 25°C) ug/L (20°C) (kPa)
85-01-8 | 208.21 | 100.5 | 342 1.6x102 1.29x10° 4.6 3.98x10°

CAS: Chemical Abstract Service
PM: peso molecular
Pf: punto fusién

Pe: punto de ebullicién
Pv: Presién de vapor

Log Kow:
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ANEXO B: Calculos parte experimental
e Concentracion en nanogramos solucion stock (experimentos preliminares)

1x10°
(0000129) (7~ = 120000 ng
120000ng ng
Concentracion = ———-— = 120000 /ml

o La solucion stock se diluye 10 veces

120000ng/mL _ 4500022 disolucién 1
10 mL

. ., 12000 DH(1o000uL
C,V, = C,V, porlo que de la disolucién stock se tomaran: V, = $2000n9/mD(1000uL) _
120000 ng/mL

100uL para llegar a la concentracion de la disolucion 1: 10000 ng/mL

La disolucion 1 se diluye 10 veces

12000 ng/mL

= 120022 disolucion 2
10 mL

C,V, = C,V, por lo que de la disolucion stock se tomaran: v, = {2209/mDA000M) _
12000 ng/mL

100uL para llegar a la concentracion de la disolucion 2: 1200 ng/mL

e Concentracion en nanogramos solucién stock (experimentos con rango de
temperatura)

1x10°
(0.000109) (=~ | = 100000 ng
~ 100000ng ng
Concentracion = ———-— = 100000 /ml

o La solucion stock se diluye 10 veces

100000 ng/mL

= 1000022 disolucién 1
10 mL

(10000ng/m1)(1000uL)
100000 ng/mL -

C,V; = C,V; por lo que de la disolucién stock se tomaran: V; =
100uL para llegar a la concentracion de la disolucion 1: ng/mL

La disolucion 1 se diluye 10 veces

10000 ng/mL

= 1000 2Z disolucion 2
10 mL

C,V; = C,V; por lo que de la disolucién stock se tomaran: V; = (100‘1):(‘)90/:2(/12‘20"” =

100uL para llegar a la concentracion de la disolucion 2: 1000 ng/mL
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ANEXO C: Analisis CG-EM (equipo de triple cuadrupolo, usando modo

sim
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ANEXO D: Anélisis CG-EM
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ANEXO E: Productos académicos

Resumenes en memorias de Congresos
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Determinacion De 9,10Fenantrenoquinona. XXXIII Congreso Nacional de
Quimica Analitica (AMQA). EST003.

Reslumenes en memorias de Simposios

Salgado- Torres, Atzimba Mabel'; Murillo- Tovar, Mario Alfonso. Evaluacion
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Menciones
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9,10-Fenantrenoquinona. Enel Marco de celebracion del 25 aniversario de
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Conferencias

Salgado- Torres, Atzimba Mabel'; Murillo- Tovar, Mario Alfonso. Evaluacion
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9,10Fenantrenoquinona. LatinXChem 2021 Twitter Poster Conference.
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Resumen

La 9,10 fenantrenoquinona es un compuesto de interés toxicoldgico ya que es dafiino para el
medio ambiente y la salud humana, se ha reportado que su inhalacion puede causar diversas
enfermedades como inflamaciones en las vias respiratorias, alergias, asma y puede llegar
hasta causar cancer a largo plazo. La determinacion de esta molécula en compartimientos
ambientales representa un desafio analitico debido a que se encuentra en concentraciones
traza dentro de una mezcla compleja, en este trabajo se realizd una investigacion
experimental en donde se pretende evitar la derivatizacion, se realiza una disolucién stock de
la quinona y posteriormente una serie de disoluciones hasta llegar a una concentracion traza,
se lleva a un andlisis cromatografico en donde se hacen inyecciones para llegar a las
condiciones dptimas de inyeccion y separacion para posteriormente continuar con
experimentos de MRM, sin embargo, los resultados no son satisfactorios ya que la quinona
se degradaba en el puerto de inyeccion, por esta razon se opt6 por hace un analisis directo en
ionizacion quimica, teniendo resultados favorables, debido a esto se pretende probar y
evaluar las técnicas cromatogréaficas y sus fuentes de ionizacion para distinguir cual es la mas
Optima para su analisis.

Palabras Clave: 9,10-fenantrenoquinona, cromatografia, toxicolégico, muestrasambientales

Abstract

Phenanthrenoquinone 9,10 is a compound of toxicological interest since it is harmful to the
environment and human health, it has been reported that its inhalation can cause various
diseases such as inflammation in the respiratory tract, allergies, asthma and can even cause
cancer long-term. The determination of this molecule in environmental compartments
represents an analytical challenge because it is found in trace concentrations within a
complex mixture, in this work an experimental investigation was carried out in which it is
intended to avoid derivatization, a stock solution of quinone is made and subsequently a
series of solutions until reaching a trace concentration, it is taken to a chromatographic
analysis where injections are made to reach the optimal injection and separation conditions
to later continue with MRM experiments, however, the results are not satisfactory Since
quinone was degraded in the injection port, for this reason it was chosen to make a direct
analysis in chemical ionization, having favorable results, due to this it is intended to test and
evaluate the chromatographic techniques and their ionization sources to distinguish which is
the most optimal for your analysis.

Key words: 9,10-phenanthrenoquinone, chromatography, toxicological, environmental
samples
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'METODOLOGIA

Disoluciones

Preparacion

disolucion | 7l_-|§taﬁl-le7gafrk Anélisis: .
La determinacién de esta molécula en compartimientos ambientales representa stock | auna | crofiatog@Bo
un desafio analitico debido a que se encuentra en concentraciones traza dentro | concentracién |
de una mezcla compleja, en este trabajo se esta realizando experimentos para [ traza 1

evaluar la factibilidad del uso de métodos cromatograficos para su identificacion ‘ —

y cuantificacion en muestras ambientales.

RESULTADOS Y DISCUSION

En las pruebas que se« ===
realizaron en el equipo de .

CG-MS de triple cuadrupolo |

en modo simple lo Unico que .

se puede observar es un ion —
de 91 m/z que posiblemente.. ..

puede pertenecer al -
disolvente seleccionado -
(tolueno) . ~ :
& 7.,;3_7 \ Fig. 1 Cromatograma del estdndar de la 9,10 FQ
A j’%’_.' L ° y su espectro de masas

La 9,10 fenantrenoquinona aparentemente se esta degradando, aunque no
se observan sefales de los fragmentos producidos por la degradacion.

T I70°C TS MMTOST 10D

Antes de los
siguientes
experimentos se
inyecto un blanco
del disolvente
seleccionado.
En el cromatograma
| se observa una sefial
muy abundante en el
tiempo de retencion

‘nba 1000 1200 1400 16000 1000 20

; MFIg‘.“Z Cromatograma del estandar de la 9,10 FQ

o
¥

aproximado de 19 min, lo cual se pensé que era el compuesto de interés sin
embargo al extraer el espectro de masas (fig. 3) puede observar un ion de

180 m/z que ayuda T

a identificar "
inequivocamente a ]
la molécula pero en
una abundancia
muy baja

W m W B0 @ 26 W ® W W 16 s

Se realiza un
experimento en
ionizacion  quimica
el cual muestra o]
resultados “
satisfactorios, se
logra observar el
ion cuasi-molecular
209 m/z y el ion
mas estable que
identifica a la molécula que nos sugiere la revision bibliografica 180
m/z, el ion de 83 m/z perteneciente al disolvente utilizado, lo que
sugiere que puede ser una buena opcion para los analisis de esta
molécula.

Fig. 4: Espectro de masas en un modo de ionizacién
quimica (+)

CONCLUSIONES

En base a los experimentos realizados una buena opcién para analizar la
9,10 fenantrenoquinona seria un andlisis por ionizacién quimica, sin
derivatizacion ya que es una técnica mas suave y nos permitiria su
determinacion identificando su ion molecular sin embargo debié a su baja
reproducibilidad podria presentar variaciones el método que se
desarrollaria.

Una recomendacion para analizarla por CG seria realizar experimentos
sin lana de vidrio en el /iner ya que este se encarga de retener moléculas
organicas de baja concentracion que puedan interferir con los analisis y
la molécula de interés se encuentra en una concentraciéon ambiental
traza por lo que puede que esto este sucediendo.
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“Evaluacion De Técnicas Cromatograficas Acopladas A Masas Para La
Determinacion De 9,10Fenantrenoquinona”

Salgado- Torres, Atzimba Mabel*; Murillo- Tovar, Mario Alfonso'-
UAEM, IICBA-CIQ, Lab.313, Avenida Universidad No. 1001, Chamilpa, 62209 Cuernavaca,
Morelos, México
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Resumen

Introduccién: La 9,10 fenantrenoguinona es un compuesto de interés toxicoldgico ya que es dafiino para el medio
ambiente y la salud humana, se ha reportado que su inhalacién puede causar diversas enfermedades como
inflamaciones en las vias respiratorias, alergias, asma y puede llegar hasta causar cancer a largo plazo. La
determinacion de esta molécula en compartimientos ambientales representa un desafio analitico debido a que se
encuentra en concentraciones traza dentro de una mezcla compleja, eneste trabajo se realizéd una investigacién
experimental y bibliogréfica sobre la factibilidad del uso de métodos cromatogréficos para su identificacion y
cuantificacién en muestras ambientales.

Materiales y Métodos: Se realiza un estandar de 9,10 fenantrenoquinona mediante una serie de disoluciones para
Ilegar a una concentracion de 1,000 ng/mL y se analiza por cromatografia de gases dosdistintas fuentes de ionizacién:
impacto electrénico, ionizacion quimica.

Resultados y Discusién: El analisis de esta molécula por CG se dificulta principalmente por su inestabilidad
térmica, Cho fue el primer informe que ha logrado cuantificarla mediante su derivatizaciéncon zinc, el cual ha sido
la més eficiente y la més usada, sin embargo, al implementar una derivacion demoléculas en niveles ambientales
traza se corre mucho riesgo (Sousa, 2015). Se realiza un experimentoen ionizacion quimica el cual muestra
resultados satisfactorios, se logra observar el ion cuasi-molecular209 m/z y el ion més estable que identifica a la
molécula que nos sugiere la revision bibliografica 180 m/z, el ion de 83 m/z perteneciente al disolvente utilizado, lo
que sugiere que puede ser una buena opciénpara los analisis de esta molécula. Una alternativa muy promisoria es
CG-EM/EM, se desarrolld6 un método con quinonas derivatizadas el cual sensible y selectivo, e incluso la
sensibilidad fue mayor que el analisis directo con el mismo método de CG-EM/EM.

Conclusién: Los métodos implementados para el analisis de la quinona han sido satisfactorios, sin embargo, aun se
requiere un método estandar para lograr regularla, en base a los experimentos y a la revision bibliografica una buena
opcion para analizar la 9,10 fenantrenoquinona sera un analisis por ionizacion quimica, sin derivatizacién ya que es
una técnica suave que permitiria su determinacién identificando su ion molecular, sin embargo debido a su baja
reproducibilidad podria presentar variaciones el método que se desarrollaria.
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and Technology, agosto 2014: 37-41; Kishikawa, Naoya. «Analytical techniques for the determination of biologically active
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Journal, January 2015: 26-31.

1
105



vavzuvamaon (9

SYION3Y3434

(sioz .B:o.: JepUE}Sa OPOJAW UN 3D OOLIES3D 2 eled BAJRUISYE BUN BUIS
OpEZIEALISD SW/SW-DD J0d SISIBUE |8 ODE| 0.j0 Jod "BUBHOLIESID 36 anb 0pOJAUW |3 SBUCKOELIEA
Jejuasaid eupod vg!.w.oﬁ.& efeq ns e opigap obJequia UIS ‘JEND3(0W o NS OPUBDYRUSD
UOIDBUILISIED NS SAENS EOWUDS) Bun S2 anb eA uowezyeausp uls ‘ednuinb
uoioezuos Jod m@ﬁ:u un g Jezjeue esed ugiodo euang eun éw..mo._g,_n uoIsnal
w_wxooEbE:mnxumo_moaBig._an.E@n E}S3 0PO}3 inbas as une
‘obiequa uis 'SOLICIOBISHES Su..l.ﬂxx!u e| 2p sisjeue |2 esed mooEcoanE SOpojaW SO

uoIonjosal
eaod uauag A efeg >=E PEDIAOSIRS NS 's3jUaIoR
oood uos ‘oblequia Us ‘BNOJIOW B JBUILLSSD

WaNv1 ‘ETEqE]
‘seaInD sauoeSisany|
3p Qwa) ‘sopOW 3p opEs3
|13p Ewouoiny  pEPIIAAILN

OLINIINDIAVHOY

“epuRs
D4 uos seposnbuLe e B U synoned
sp rweScpwoen (g} Bae B W spnoed Ip

(9707 "PauoL}
OPeTIeALSR DI-0T'69F + (W
Do SpSI [ SN sondedsy oy

L R

openw B us Df ed sweSoewos) (v 9 By opesfol ey as soqwe U3 ‘(QLOZ ‘eMEMySTY) T |
euwnjooisod A (p00Z  ‘emeyysny) euwnjod e <
PR siee ke E e -aud uos opejuswaiduw uey
= 35 anb SOPOJaW SOf 'SIUCIDBZREALISD SUBIDA D4 o
01'6 e opezijeue ey as sopinbi| ap eyesbojewold ug :J../
§ (5 (EHD) P

1 S ) + [88-W] enosjow g inbau UeouuSRY
m 4 m anb ojonpoud sauot Sof Sesaw ap oxoadsa |3 ensanw 4
:  as g enby g US 'SW/ISW-O9 3P OpPOJBW Owsiw .\.O
u u |3 UOD OJo3UD SISIBUE |3 anb JoABW 3N} PEDIGISUSS (e
e osnpul 3@ ‘oajosEs A aqisuss end |2 f (2 o

“By) sepezieassp seuounb UOD OPOJaW UN O|OLIES3D
35 ‘SS90 s2 euosiuoid Anw eagewssye eun

VOVZLLYAIG (e

{+} e3uisnb uosemue: (sT0Z
‘|3 PENOS) CReMEce BRETIPASP TuLo){q A Tpoassp

"ENO3{OW BJS3 3p sisijeue sof esed ou_runo} (¢ wucmnb sp cweSowwes if By

P OPOW LD LD SPSPW 3P OARAS] I By
- . . uodo euang eun Jas apand anb e e _se s
- . I 2J3ibns anb of ‘opezRn SJUANOSID B _‘
W sjuaausyad Z/W £8 3p UK |2 ‘ZW
08} eoyeboiqIq Uoisina) g 2Jains Dy
_ > sou anb Enosjow B B EoyjuUS! e
m anb aygepa sew uat @k zw ‘
602 JgNIBOL-SEND UOK [2 JBAIasqo
“ pifiop o5 ‘souoloBiSQES  SOPRYNSSL
BOSANW [END |2 BOIWLIND UOIDBZIUOH
ua ojawuadxe un ezeal ag

v [

01229°dD so2.op edeABUISND ma._EEo 100} "OU DEDISINUN "AY ‘SO0 3D ODEIS] [3p BLIOUOINY DEDISISAIIN YGOII-SBORUIND SAUCKOBBYS3AU| 3D 013D
OSUOJ| O1IBI ‘IRAOL-O|[LINA ‘[3qRIA BQUIZIY ‘S31101-0pes|es

VYNONINOONIYLNVN3S

&
B 4
i

o
.
dotetor b
el
= .

(a10Z '2QU0) 5, 0dVH 24905
1ApsiAyI3 Wil uod30d-2U0 BARINPSS UOIDEZIEN ISP 3pUODIESY 1 Z S opeAap N ABuouINbouBRUEUS}OT'S :T ‘514

D= GO=gR

"enogjow ey ap sapepaidoud sey Jod sef lod epenoape sew ey Jas apand ou 0oUOJO3R ojoedw! 3p
UOIDEZIUCK 3D 3juany ef obiequia uis ‘sejoalip 1003 AUI JBZ|ES 3YC sew sa anb eoyiubis anb of ‘eouepunge
Jofew A uoioualal ap odwag JOUSW un U2 BU3SqO 25 BPEZIEALSD OU BIND3joW B anb Jeaasqo apand as apuop ua
(g eanby) sepezneausp ou A ‘EpE(}a0e BPEZIBALISD BULIO) NS US SEINOSIOW 3P Uoeedwos Bun 021eal a5 uozel ejsa Jod
‘(5102 ‘esnog) oBsau oyoNwW 21100 35 BZEJ} SHEJUIAGIIE SHBAIU US SENISHOW 3D UOIdeALap Bun Jejuawaidwi e ‘oblequwa
urs ‘epesn sew gy A ajuatoya sew e opis ey [end |2 (1°6y) ouIZ UOD UOIDEZIJRALISD NS SJUBIPAW BJEdURUEND opeiBol ey
anb auuojur Jawwud [2 3n oy ‘eoiLI)} PepIqejsaul ns Jod uv.w—saomr.& ENowp as 99 Jod enogjow elsa ap sisieue |3

{5T0z'04D) o33P

NOISNISIA A SOAVLIINS3Y

> solep m epanbsnqg ap
m.n..m:( P03 % 3P Uo1IEIG 23053 Aouasig
uopn|osip uoesedaly . - - .
. soep souzD
Y apssijeuy

"SS{BJUSIQLIE SEJISINLW US UOIDBDURUEND A uoioeduuapt ns esed sooyeiBojewo.d sopojal ap 05N [3p Pepyiqroe)
ef aigos eoyesBoyqiq A [epuawuadxe uoeBgsaaul eun ozjeal as ofeqen 3jsa ua ‘efadwod edZaw eun ap osusp
BZEJ] S3UCIDEIUSOUOD U3 BJJUSNOUS 35 anb e OpIgap ODIBUE OUES3D un Ejuasasdal sajejualque sojuaruedwod
U3 BINo2OW E1S3 3p uoieunuRlep e ozed obiel e Jaoued Jesned ejsey Jebay apand A ewse ‘selbisie ‘seuojendsal
SEIA SE U2 ¥ LUl CLWOD J3JUS SESIaND Jesned apand uoioejeyul ns anb opepiodal gy as ‘eueuny pnjes
e A sjuaique opaw |2 esed ouluep sa anb e o2iBojooix0} sasajul ap ojsandwod un s3 euouinbouaueus) gL' e

NOIDONAOHINI ‘ O

01'6 IANOIJVYNINYILIA V1 VHVd SYSYIN V SYAY1dOIV SYIIdYHOOLYINOYI SYIINOIL IANOIDVNTVAT

ONn(T

SVOINING
sANOIOVOLLSIAN] ([ze
A OUINTD N

D Y eisedwis

O 10 0aVASI
_2.55 c NV AVAISHAAINN

sopodydy

A 3021509
$015UD|D

19 ueDRBsIAY|
P oINSy

SPZ R

106



Instituto de |
Investigacién en
Ciencias
Basicas y
Aplicadas

&

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

El Centro de Investigaciones Quimicas
a través de la
Universidad Autonoma del Estado de Morelos

Otorga el Premio al Mejor Cartel en el area de Quimica y
Fisica del Ambiente

Salgado Torres Atzimba Mabel

Con el trabajo titulado:

"Evaluacion de Técnicas cromatograficas acopladas a
masas para la determinacion de 9,10
Fenantrenoquinona"

Reconociendo su excelente participacion en la Sesion de
Carteles llevada a cabo el marco del 25 Aniversario del Centro
de Investigaciones Quimicas, celebrada de manera virtual el 3

de mayo del 2021.

Atentamente

Por una Humanidad Culta
Una Universidad de Excelencia

Dr. Victor Barba Lépez
Encargado de la Direccion CIQ-UAEM

107



DID [9p uoI2a1Iqg | oydedsaqg ap opebieouy
zadoT equieg JOPIA “IQ

BIOUS|99Xd 8p pepISIaAlufn eun
B}|Nd pepiuewny eun 1od

120z |9p oAew ap ¢ |9
[ENUIA pEpPIEPOLW B| US 0gED B OPBA3|| DID |[8P OlLIBSISAIUY GZ |Sp UQIOBIqa|a0 B| 8p 02Jew |8 uj

.euouinbouaijueuaq gL‘6 2p UolIdeUIWIS]AP
e| eled sesew e sepejdooe sedijeibolewold sesiudal ap uoldenjeAs,,

“0pe[nii [enuIA [81e) |8 ua ugioedioiued ns Jod

Jeno|
oJ|LIN|\l OSuoj|y olIe|\ A salio] opebjes |[age|\ equiz)y

e

sopp2||dy
A spoispg
spIduUal)

ua uoldnbiysaAu| O\

Sp ojnysu

ajuasalid e| ebliojo

SOTIAOW 30 Oavisy

m—w SluvEuaniny w,«UHEDm SANOIDVOIISAANI Ad O4.1LNAD 130 YWONOLNY avaiSyIAING

[°P SoARI) ©

SOTHHON dd OdVLSHd THAd VINONOLNV AVUISHIAINN

108



Instituto de |
Investigacion en
Ciencias
Basicas y

Aplicadas

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

CENTRO DE
‘10 ) INVESTIGACIONES
QuiMICAS

EVALUACION DE TECNICAS CROMATOGRAFICAS ACOPLADAS A
MASAS PARA LA DETERMINACION DE 9,10 FENANTRENOQUINONA

Atzimba Mabel Salgado Torres, Mario Alfonso Murillo Tovar

Centro de Investigaciones Quimicas-IICBA Universidad Autonoma del Estado de Morelos, Av. Universidad no.
1001 Chamilpa, Cuernavaca Morelos CP.62210

correo: mabelsagado@gmail.com; mario.murillo@uaem.mx

INTRODUCCION

La 9,10 fenantrenoquinona es un compuesto de interés bt
toxicoldgico ya que es dafino para el medio ambiente y la salud -
humana, se ha reportado que su inhalaciéon puede causar &

s104a

diversas enfermedades como inflamaciones en las vias o

respiratorias, alergias, asma y puede llegar hasta causar cancer

a largo plazo. La determinacion de esta molécula en
compartimientos ambientales representa un desafio analitico q

debido a que se encuentra en concentraciones traza dentro de ni
una mezcla compleja, en este trabajo se realizé una 4
investigacion experimental y bibliografica sobre la factibilidad 1

on (m/2) que
i ‘ . identifica la

Abundancia

molécula

del uso de métodos cromatograficos para su identificacion y ke
CU%"!uifi cién en muestras ambientales. - (\\\ Fig. 3: Cromatograma de quinonas (a) forma no derivada y (b}

T R A °

)
forma derivatizada acetilada (Sousa E. T, 2015) Fig. 4: Cromatograma en un modo de ionizacién quimica (+)
Se realiza un experimento en ionizacién quimica el cual muestra resultados

satisfactorios, se logra observar el ion cuasi-molecular 209 m/z y el ion mas
estable que identifica a la molécula que nos sugiere la revision bibliografica 180
O Q m/z, el ion de 83 m/z perteneciente al disolvente utilizado, lo que sugiere que

puede ser una buena opcién para los anélisis de esta molécula.

ME' ODOLO GlA | Una alternativa muy promisoria es CG- 206 sy
_;; MS/MS, se desarrollo un método con @
A SECCION BIBLIOGRAFICA quinonas _derivatizadas (fig. 2) O@
Disefio e A i ) - cual sensible y selectivo, e incluso la ~-
estrategia By e ‘La informacion se sensibilidad fue mayor que el anilisis :
debidsqueda  articulos que son estructuro en 4 apartados directo con el mismo método de GC- i
relevantes para el principales: anilisis térmico, MS/MS, en la figura 5 se muestra el i"’ QIEE_M
’ objetivo de esta derivatizacién, anlisis por ESDEC_t(:O g? masas los iones przt)ductlo H sponir
investioation. CG v anilisi L que identifican inequivocamentea la :
g Y Anaias BT molécula [M-88] + (M- (CH3) 4-Si). .
Criterio de Extracelan e ) WO DERIVATZADE i i
indosiony B Sagion gl Andiss de Ve Y .
exclusion b o -=
. Z i Fig, 5: Es MS /M de iones [M]+ de 9,10-F
SECCION EXPERIMENTAL E : S e el M renan g
H
HUH 2 l 2 l En cromatografia de liquidos se ha analizado la
@ £ £ FQ mediante derivatizaciones, los
z z métodos que se han implementado son pre-
columna (Kishikawa, 2004) y post-columna
o o e, Y o e S o ) (Kishikawa, 2010), en ambos se ha logrado
Retention time, min Retention time, min determinar la molécula, sin embargo, son poco

hasta llegar a yna
concentraclon traza

_ RESULTADOS Y DISCUSION

El andlisis de esta molécula por CG se dificulta principalmente por su
inestabilidad térmica, Cho fue el primer informe que ha logrado
cuantificarla mediante su derivatizacién con zinc (fig.1), el cual ha sido
la mas eficiente y la mas usada, sin embargo, al implementar una
derivacion de moléculas en niveles ambientales traza se corre mucho
riesgo (Sousa, 2015), por esta razon se realiz6 una comparacion de
moléculas en su forma derivatizada acetilada, y no derivatizadas
(figura 3) en donde se puede observar que la molécula no derivatizada
se observa en un menor tiempo de retencion y mayor abundancia, lo
que significa que es mas recomendable realizar inyecciones directas,
sin embargo la fuente de ionizacién de impacto electrénico no puede
ser la mas adecuada por las por las propiedades de la molécula.

b) w
Z/AG0 E -
9,10-PQ
0 0Ac
o OA¢ o

Fxg 1: 9,10-fenantrenoguinonay su derivado Fig. 2 : Reaccién de derivatizacion reductiva one-pot
diacetilo (Cho,2014) con trimethylsilyl sobre HAPQ's (Toriba, 2016)

Fig. 6: A) Cromatogramas para FQ en el extracto de P T . .
particulas en el aire; (B) cromatograma de particulas eflcrentes, su selectividad muy bala Yy tienen

en el aire enriquecidas con FQ estandar. poca resolucion.

Los metodos implementados para el andlisis de la quinona, han sido
satisfactorios, sin embargo, aun se requiere un método estandar para
lograr regularla, en base a los experimentos y a la revision bibliografica
una buena opcién para analizar la 9,10 fenantrenoquinona seria un
analisis por ionizaciéon quimica, sin derivatizacion ya que es una

técnica suave que nos permitiria su determinacion identificando su ion
molecular, sin embargo, debido a su baja reproducibilidad podria
presentar variaciones el método que se desarrollaria., por otro lado el
analisis por CG-MS/MS con quinonas derivatizadas puede llegar a ser
una buena opcién para el desarrollo de un método estandar (Toriba
2016), ya que como se puede observar el ruido que se produce es
generalmente menor y el analisis que se obtiene es mas selectivo.
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Estudios térmicos mediante TGA-DSC muestran que la 9,10-FQ es e;&ﬁle‘ por
debajo 200°C, (fig. 1) después de esto hay una pérdida de masa total hasta llegar a
los 250°C, en la curva de DSC el primer pico que se observa a 208.5°C se atribuye a
un proceso de fusion, en 260°C se observa una superposicion de picos a lo que
asocian a que estan ocurriendo 2 eventos simultidneos que se puede deber a una
evaporacion junto a una descomposicién térmica, (E. T. Sousa 2012). Estos
resultados indican que es térmicamente estable en 215-250°C, por lo que es

razonable sugerir su determinacién p
inyector dentro de ese rango de tempei
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Fig.1: Curvas simultaneas de TGA-DSC de | 9,10-FQ
(E.T.SOUSA 2012)
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Fig.2: 9 10- fenantrcnoqumonaysudenvado
diacetilo (Cho,2004,

Fig.5. Cromatograma en un modo de ionizacién quimica (+)

Una alternativa muy promisoria es CG-
se desarrollo un método con
(fig. 2)
cual sensible y selectivo, e incluso la
sensibilidad fue mayor que el andlisis
directo con el mismo método de GC-MS/MS, I

recomendable realizar inyecciones
directas, sin embargo la fuente de
ionizacion de impacto electrénico no
puede ser la mas adecuada por las por
las propiedades de la molécula. Una
alternativa al impacto electrénico es la
ionizacién quimica,.

dsa
Fig. 4 Reaccién de derivatizacién reductiva one-pot con
trimethylsilyl sobre HAPQ's (Toriba 2016)

En este trabajo se realiza una
prueba preliminar en ionizacién
quimica positiva el cual muestra
resultados satisfactorios, se logra
observar el ion cuasi-molecular
209 m/z y el ion mas estable que
identifica a la molécula que nos
sugiere la revision bibliografica
180 m/z, el ion de 83 m/z

perteneciente al disolvente
utilizado, lo que sugiere que
puede ser una buena opcién para

rm y los analisis de esta molécula.

o0 266 D088
@

ol

Rebutne Abasbance

, el

Fig. 6 Espectros MS / MS de iones [M] + de 9,10-FQ
derivatizado (Toriba, 2016)

En cromatografia de liquidos se ha analizado la 9,10-FQ mediante
derivatizaciones, para qeue adquiera algunalos métodos que se han
implementado son pre-columna ( Kishikawa, 2004) y post-columna
(Kishikawa, 2010)para un analisis mediante UV en ambos se ha logrado
determinar la molécula, sin embargo, son poco eficientes, su selectividad

muy baja y tienen poca resolucion.

or cromatografia de gases configurando el

por otro lado (Delhomme 2008) encontro que APCI negativo tiene mejores
resultados en un método CL-MS/MS que no necesité derivatizacion y resolvié
otras limitaciones de las técnicas de fluorescencia de GC-MS y HPLC.

Los metodos implementados para el analisis de la quinona, han sido

.. puede observar que la molécula no

ratura.

La determinacién de la 9,10 -FQ en
muestras de aire, se han desarrollan
diversos métodos en donde se han
implementado  varios procesos de
derivatizacién debido a que la molécula se
degrada al momento del andlisis.Cho et al
2004 fue el primer informe que ha
logrado cuantificar la quinona mediante
su derivatizacién con zinc (fig.2), el cual
ha sido la mas eficiente y la mas usada,
sin embargo, al implementar una
derivacion de moléculas en niveles
ambientales traza se corre mucho riesgo
(Sousa, 2015), por esta razon se realizé
una comparacion de moléculas en su
forma derivatizada acetilada, y no
derivatizadas (figura 3) en donde se

derivatizada se observa en un menor
tiempo de retencion y
abundancia, lo que significa que es mas

satisfactorios, sin embargo, alin se requiere un método estandar para
lograr regularla, el proceso de derivatizacion es una buena opcion, la
mayoria de los métodos la incluyen, pero se corre el riesgo de que se
degrade la molécula de interés como es el caso de algunas otras quinonas
o que se modifiquen medianamente y el método no sea tan exitoso. Por
otro lado, se ha logrado determinar la 9,10-FQ directamente por CG-MS.
El analisis mediante CG-MS/MS y HPLC-MS/MS con quinonas
derivatizadas puede llegar a ser una buena opcién para el desarrollo de un
método estandar (Toriba 2016) (Delhomme 2008) (Lintelmann 2005), ya
que es un analisis mas selectivo y sus resultados han sido exitosos, por
otra parte en base a los experimentos realizados una buena opcién para

analizar la 9,10 fenantrenoquinona seria un analisis por ionizacion
quimica, sin derivatizacién ya que es una técnica mas suave y nos
permitiria su determinacion identificando su ion molecular, sin embargo
hay que tomar en cuenta que debi6 a su baja reproducibilidad podria
presentar variaciones el método que se desarrollaria.
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ANEXO F: Cronograma de actividades

2019 2020 2021
Eleccion Estancia de . . Seminario de
. Estancia de laboratorio 2 . .
de tema laboratorio 1 titulaciéon
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Eleccién del tema
de tesis
Entrega de formato
para la validacion
de tema de
estancia
Elaboracién del
protocolo
Entrega del
protocolo
Revision
bibliografica

Célculos
experimentales

Andlisis a
diferentes
temperaturas

Analisis de datos

Discusion de
resultados
bibliogréaficos

Titulacién
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