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RESUMEN

El consumo de hortalizas, tanto en México como en todo el mundo, es recomendado
ampliamente en la dieta diaria por su apreciable contenido de vitaminas, minerales y
fibra dietética. No obstante, dada la probleméatica ambiental que acontece en nuestros
dias, es de crucial importancia constatar el grado de contaminacion en hortalizas de
consumo directo, no sélo en cuanto a los posibles vectores de enfermedades
gastrointestinales a las que son susceptibles, sino de acumulacion de sustancias o
compuestos organicos semivolatiles tales como los hidrocarburos aromaticos
policiclicos (HAP o PAH, por sus siglas en inglés) que son depositados en ellas
provenientes sobre todo de las industrias aledafias al area de cultivo y/o de la
combustion incompleta de compuestos organicos como son los combustibles fésiles. Se
ha demostrado que los HAP son por si mismos quimicamente inertes e hidrofobicos; sin
embargo al penetrar en organismos superiores sufren una activacion metabdlica en las
células mamiferas, resultando en diol-epoxidos, los cuales se unen covalentemente a las
moléculas celulares incluyendo al ADN, causando errores en su replicacion vy
conduciendo a mutaciones que dan origen al proceso carcinogénico. El ingreso de HAP
a las plantas ocurre principalmente desde la atmosfera via deposicion en fase gaseosa y
particulada, sirviendo su determinacion también como un indice de exposicion a los
contaminantes que han sido acumulados en ellas con la finalidad de estimar los riesgos
correspondientes a su carcinogenicidad. Debido a lo anterior, en este trabajo se propuso
el montaje de una metodologia de extraccion encaminada a la identificacion y
cuantificacion a nivel de “trazas” de cinco HAP en muestras de dos tipos de lechuga de
amplio consumo: lechuga tipo italiana y lechuga tipo sangria, las cuales fueron
adquiridas de la zona chinampera del pueblo de San Gregorio Atlapulco, delegacidn
Xochimilco, D.F. Una vez adquiridos los dos lotes de hortalizas, fueron trasladados a
los Laboratorios 301, 302 y 303 de Ingenieria Quimica Ambiental y de Quimica
Ambiental de la Facultad de Quimica (LIQA y QA) en bolsas obscuras y en hieleras
para mantener la temperatura entre 2-5°C y evitar la descomposicion de las muestras.
Una vez que llegaron al laboratorio, se procedié a la extraccion de los cinco HAP
encontrados en mayores cantidades en el ambiente (fenantreno, fluoranteno, pireno,
criseno y benzo[a]pireno), mediante una extraccion Soxhlet siguiendo el método de la
EPA-3540C para, posteriormente, separarse mediante una cromatografia en columna de
separacion segun lo establecido por el Método UNEP-7, realizando algunas
modificaciones. La técnica analitica de CG es una opcién viable para identificar y
cuantificar selectivamente a cada uno de los HAP en estudio. Por medio de la
metodologia empleada fue posible recuperar a los cinco HAP, obteniendo
concentraciones de 3.922%%7 42157093 4,00379% 41707 y 4.440"°% mg/kg,
valores que corresponden a los siguientes porcentajes de recuperaciéon para lechuga
sangria: 78.05%1% 83.05%%%° 80.05%04%? 83280610 y 87.92*2'%04  Asimismo, para
lechuga italiana se recuperaron las siguientes concentraciones: 4.179%%%, 3.991*012°
4.106*097, 43830158 y 452798 mg/kg que a su vez corresponden a los siguientes
porcentajes de recuperacion: 83.1679%°  78.64*2468  gp 19*1503 g7 53315
89.64*1"%4 para fenantreno, fluoranteno, pireno, criseno y benzo[a]pireno. Se espera
que este estudio sirva de antecedente en trabajos posteriores relacionados con la
presencia de compuestos organicos semivolatiles en plantas comestibles y/o en
vegetacion en general, como una forma para evaluar el grado de exposicion humana, o
bien, para indicar cualitativamente los niveles de contaminacion atmosférica en un sitio
determinado.



CAPITULO 1. PROBLEMATICA

1.1 Panorama general

Las ciudades y centros urbanos a lo largo del mundo, con una poblacién altamente
concentrada y un alto consumo energético debido al transporte y a las actividades
industriales, tienden a contribuir en gran medida a los problemas de contaminacion
ambiental. La disposicion de los residuos domésticos, municipales e industriales y la
contaminacion atmosférica generada en las zonas urbanas afectan a las areas rurales
circundantes. En este rubro, los “agroecosistemas” reciben aportaciones de contaminantes
por el uso de fertilizantes y agroquimicos, por la aplicacion de desechos al suelo y por la
deposicion atmosférica; por supuesto, estas entradas varian en importancia de acuerdo con
la sustancia de que se trate. Las contribuciones via deposicion atmosférica a largo plazo son
grandes Y, sin duda, constituyen un gran aporte a todos los sistemas suelo-vegetacion; en
contraste, la aplicacion de lodos y aguas residuales a la tierra contribuye también a la
contaminacion de los suelos (Simonich y Hites, 1995). Los compuestos organicos
semivolatiles (COS) han sido detectados especialmente en aire, agua, suelo, sedimentos y
alimentos y es este Gltimo rubro, el que mayor impacto ha tenido en la ecologia y en la
salud humana (Nollet, 1996). Muchos contaminantes del aire, como son los hidrocarburos
aromaticos policiclicos (HAP) depositados en el suelo o en el agua, entran a la cadena
alimenticia; por consiguiente, son clasificados como causantes de cancer por los alimentos
y no por el aire contaminado (Zakrzewski, 1997).

Durante las ultimas décadas, la Ciudad de México ha experimentado un crecimiento
desmedido en su poblacion y, en consecuencia, se ha incrementado el nimero de industrias
y transportes, agravando asi los problemas de contaminacion. Después del ozono, las
particulas suspendidas son el segundo problema mas importante en el deterioro de la
calidad del aire en la Zona Metropolitana de la Ciudad de Meéxico, siendo las areas de
mayor emisidn de particulas las que se localizan en el norte y este de la ciudad, debido a
gue es ahi donde se concentra gran parte de la actividad industrial. Por este motivo, la zona
noreste es la que histéricamente ha presentado los mayores indices de contaminacién por
arriba de la normativa; sin embargo, la direccion predominante de los vientos (norte-sur)
ocasiona que los contaminantes generados en las zonas de mayor actividad urbana,

industrial, de servicios y de transporte publico sean distribuidos en todo el resto de la



mancha urbana, especialmente en direccion al sur de la Ciudad, donde ain es posible
encontrar tierras en las que se cultivan diversos productos horticolas (Comision
Metropolitana para la Prevencién y Control de la Contaminacién Ambiental en el Valle de
México, 1996).

Uno de los principales componentes que se derivan de las emisiones, tanto industriales
como vehiculares, asi como de cualquier proceso de combustién incompleta de cualquier
material de tipo organico, son los HAP, los cuales se encuentran en fase gaseosa o
asociados a particulas. Algunos de estos compuestos presentan suficiente evidencia de
carcinogenicidad, ya que una vez metabolizados dentro del organismo, pueden unirse al
ADN, lo que resulta en disrupciones bioquimicas y dafio celular que conduce a mutaciones
Y, en consecuencia, pueden desarrollarse tumores, malformaciones y cancer (Hoffman y
col., 2003).

Por otra parte, el ingreso de HAP a las plantas ocurre principalmente desde la atmdsfera via
deposicién en fase gaseosa y particulada. En el caso de las hortalizas, su determinacién
sirve para evaluar el grado de exposicion a los contaminantes que han sido acumulados a
fin de estimar los riesgos correspondientes a su carcinogenicidad, pues debido a sus
caracteristicas lipofilicas, pueden almacenarse en tejido adiposo y permanecer asi
indefinidamente, produciendo, con el tiempo, manifestaciones tipicas de una intoxicacion
cronica, tales como la produccion espontanea de tumores malignos. De hecho, los estudios
advierten que el consumo frecuente de hortalizas y otros productos vegetales puede

constituir el principal factor de exposicion en la dieta humana (Helferich y Winter, 2001).

1.2 Breve marco histérico

La presencia de HAP ha sido demostrada en una gran variedad de plantas provenientes de
diversas fuentes (Phillips, 1999; Bi y col., 2001; Miller y col., 2001; Hwang y col., 2003),
asi como en una amplia gama de muestras de suelo procedentes de diversos ambientes
(Agarwal y Shridhar, 2009; Maliszewska-Kordybach y col., 2009). Varias hipotesis
surgieron a partir de estas observaciones; algunas de ellas postulaban la sintesis enddgena
de estos compuestos por las plantas en presencia o ausencia de luz, otras, la translocacion
de los HAP de suelos contaminados a las diversas partes de las plantas, e inclusive se penso
que los HAP encontrados en el suelo provenian de la sintesis bacteriana de los

microorganismos que lo habitan. En la década de los 60 del siglo XX se sugirié que los



hallazgos encontrados indicaban que las plantas comestibles podrian ser las fuentes
primarias de HAP ingeridos, aun por encima de los productos ahumados, tostados o asados
que hasta entonces eran las fuentes méas sospechosas. Por otra parte, en la década de los 70
del siglo XX, los investigadores notaron que una fuerte relacion parecia existir entre la
contaminacion del aire y la presencia del benzo[a]pireno en granos y hortalizas
(Kipopoulou y col., 1999; Bi y col., 2001). De hecho, fue en este mismo periodo que
comenzaron a darse cuenta de que el grado de contaminacion en el aire influia directamente
en las cantidades halladas en todos los vegetales analizados. Asimismo, se formularon
varias hipotesis respecto a las posibles rutas que siguen los HAP en su ingreso a las plantas,
las cuales son: 1) deposicion del aire, 2) absorcion del suelo y 3) sintesis, siendo la primera
de ellas la considerada méas importante. De acuerdo con esta hipdtesis, los HAP penetran en
el suelo principalmente por el contacto con el aire y pasan a formar parte de las capas
superficiales del mismo; razon por la cual, se crey0, errbneamente, que junto con el agua,
estos compuestos pasaban directamente hacia las plantas, el forraje y finalmente a la cadena
alimenticia (Howard y Fazio, 1980). Fue a partir de este punto que surgieron diversas
teorias e investigaciones acerca del ingreso de los HAP via aire y suelo; asimismo, se
desmintid la hipdtesis acerca de la biosintesis por parte de las plantas (Simonich y Hites,
1995; McLachlan, 1999; Chiou y col., 2001; Collins y col., 2006).

1.3 Acumulacion en vegetales

Pese a que las plantas sélo pueden actuar como depdsitos temporales puesto que viven por
un periodo limitado, en algunos estudios (Howsam y col., 2000; Alfani y col., 2001; Muller
y col., 2001) donde se supone a la vegetacion como una sola unidad, se ha visto que el
proceso de particion vegetacion-atmdsfera a largo plazo estd gobernado, principalmente,
por la concentracion atmosférica en fase gaseosa y por la temperatura. Por tanto, a bajas
temperaturas (otofio e invierno), los compuestos tienden a concentrarse en la vegetacion; en
cambio, a altas temperaturas (primavera y verano), los HAP de bajo peso molecular son
volatilizados nuevamente y entonces regresan a la atmdsfera. Por otra parte, los HAP en
fase particula también pueden acumularse en las plantas; sin embargo, este proceso no es
dependiente de la temperatura, pues estos compuestos tienden a encontrarse mas
estrechamente unidos a las particulas que a la vegetacion. Si se considera que el 80% de los

suelos terrestres estan cubiertos con vegetacion y que ésta, generalmente tiene de 6 a 14



veces una mayor area superficial que el suelo en el cual se encuentra creciendo, entonces la
vegetacion probablemente juega un papel significativo en el ciclo anual de muchos COS.
Por consiguiente, el incremento de HAP detectado en el aire a altas temperaturas se debe,
seguramente, a la volatilizacion de los compuestos contenidos en la vegetacion circundante
y en el suelo, predominando la deposicion en fase gaseosa (Simonich y Hites, 1994).

Con base en lo anterior, se puede observar que la vegetacion presenta un gran potencial
para acumular compuestos organicos lipofilicos. De hecho, es el principal depoésito de
contaminantes atmosféricos y puede emplearse para evaluar el grado de exposicién humana
a los contaminantes presentes en plantas comestibles. No obstante, el uso de la vegetacion,
en general, constituye una valiosa herramienta para indicar cualitativamente los niveles de
contaminacion atmosférica, para estimar su extension y para identificar los puntos donde se
origina (Maliszewska-Kordybach y col., 2009). También se observa que los HAP de mayor
peso molecular (mas pesados e hidrofébicos) son depositados, adheridos a particulas, cerca
de la fuente que los produce. Por su parte, los compuestos de bajo peso molecular (mas
ligeros y menos hidrofobicos), con una proporcion alta en fase vapor, se hallan mas
ampliamente dispersos (Alfani y col., 2001).

Se calcula que aproximadamente 4.6x10° kg/afio de HAP son emitidos a la atmésfera por
diversas fuentes dentro de la region noreste de los Estados Unidos. Asimismo, se estima
que la vegetacion capta 44+18% de los HAP atmosféricos liberados en dicha zona, mientras
que el restante es removido por deposicion a los cuerpos de agua y suelo, o bien, es
transportado a mayores distancias. Por lo tanto, la estructura fisica de un ecosistema es
fundamental: a este nivel, los investigadores han propuesto que los bosques son efectivos
filtros de aire, pues tienen la capacidad de almacenar grandes cantidades de contaminantes
organicos en comparacion con otros sistemas terrestres, impidiendo su retorno al ambiente
mediante su posterior incorporacion al suelo de forma permanente.

Por ultimo, cabe destacar que la vegetacion es el vinculo entre la atmdésfera y la fuente de
alimento para consumo humano. Por consiguiente, es preciso entender aquellos procesos en
los cuales los contaminantes entran a este componente ambiental (Agarwal y Shridhar,
2009).



1.4 Contaminacion en suelo vs vegetacion

La deposicion atmosférica ha sido una fuente de contaminantes organicos a los sistemas del
suelo. Algunos de los compuestos de interés ambiental, pueden encontrarse en el ambiente
provenientes de fuentes naturales; sin embargo, las aportaciones antropogénicas afectan
sustancialmente las concentraciones que se encuentran en los suelos. Es en este nivel donde
se encuentran a los HAP: la contribucion de los HAP a causa de los mecanismos de
deposicion varia marcadamente debido a factores como son el aumento poblacional hacia
las areas rurales y la edificacion de industrias que contaminan, por deposicion aérea, a
parcelas y a tierras de cultivo (Agarwal y Shridhar, 2009). Adicionalmente, el suelo
también se contamina por el tratamiento con lodos, aguas residuales, y por el uso de abonos
y fertilizantes, lo que incrementa a la vez, el contenido de material organico (Lipnick y col.,
2001). Respecto a los cultivos, estos son esencialmente transitorios puesto que son
cosechados y removidos del suelo a intervalos regulares; de esta manera indican las
variaciones de contaminacion atmosférica a corto plazo. En contraste de esto, los suelos se
encuentran sujetos a cambios a largo plazo debido a la deposicion acumulativa (Kipopoulou
y col., 1999).

La extensidn a la cual un contaminante organico entra a las raices de las plantas, a partir de
un suelo contaminado, depende de su solubilidad en agua y de su coeficiente de particion
octanol-agua (Kow). Por ejemplo, mediante algunos modelos matematicos, se ha podido
calcular que para compuestos con un K,,<10, el nivel de un contaminante dado, encontrado
en la fase acuosa interna de las raices de la planta, es de méas del 85% del total ingresado
por la raiz; asimismo, para compuestos con un K,,=100, el ingreso asociado a la fase
acuosa y a la fase lipidica de la raiz contribuye, cada una, alrededor del 50% del ingreso
total; y para compuestos con un K,,>1000, el ingreso total a la raiz estd dado,
predominantemente, por la fase lipidica. Por lo tanto, la fase acuosa en la planta actia como
el principal reservorio para contaminantes altamente solubles en agua. Del mismo modo,
los lipidos en una planta, aln si se encuentran en pequefias cantidades, son generalmente el
principal reservorio para contaminantes altamente insolubles en agua (Chiou y col., 2001).
En este sentido, muchas especies vegetales han sido examinadas tanto en experimentos de
exposicion controlada como en experimentos de campo: los estudios (Wild y col., 2005)

demuestran que el ingreso de contaminantes organicos lipofilicos a través de las raices no



constituye una via significativa de acumulacion. En el caso de los HAP, una vez absorbidos
a las raices, no pueden ser translocados al resto de la planta debido a que no poseen las
propiedades fisicoquimicas adecuadas para lograrlo (Mikes y col., 2009).

Otro factor que limita significativamente el ingreso de HAP a las plantas, es su gran
potencial de absorcion con la materia organica del suelo. No obstante, se ha visto que el
viento puede transportar particulas contaminadas del suelo directamente a la superficie de
las plantas; asimismo, algunos contaminantes pueden pasar al estado gaseoso mediante el
efecto “splash”, es decir, la volatilizacion de los compuestos a partir del suelo al aire
circundante (Lipnick y col., 2001; Mikes y col., 2009).

Finalmente, gracias a los estudios realizados y a la informacion disponible (Speer y col.,
1990; Kipopoulou y col., 1999; Hwang y col., 2003), en la actualidad se considera que
practicamente la totalidad de los HAP detectados en plantas terrestres provienen de la
atmosfera como resultado de la deposicion en fase gaseosa y particulada, por lo que son
independientes de las concentraciones del suelo (Orecchio y col., 2008). En cambio, la
muerte de la vegetacion provoca que los HAP sean depositados sobre la superficie y

esparcidos por todo el terreno (Hoffman y col., 2003).

1.5 Relacion de la contaminacion atmosférica con la vegetacion

El andlisis de micro-contaminantes en organismos naturales ha mostrado ser un método
adecuado para evaluar la contaminacion atmosférica; de manera que es valido usar a la
vegetacion como indicador cualitativo de contaminantes por compuestos organicos
atmosfericos, siempre y cuando se considere el mecanismo de acumulacion en la planta
(Orecchio y col., 2008). EIl ingreso de COS a las plantas ocurre principalmente desde la
atmosfera via deposicion en fase gaseosa y particulada. La deposicion gaseosa €s un
proceso que depende de factores entre los que sobresalen los siguientes: 1) la concentracion
gaseosa durante el periodo total de crecimiento de la planta, 2) la edad de la vegetacion, 3)
la velocidad del viento, 4) la estabilidad atmosfeérica, 5) la estructura de la planta y 6) la
textura superficial de las hojas (McLachlan, 1999). Por su parte, la deposicion particulada
se encuentra en funcion de: 1) la concentracion de particulas en la atmdsfera, 2) la
distribucion del tamarfio de particula, 3) la cantidad en que se encuentran, 4) la frecuencia e
intensidad de la precipitacion, y 5) la habilidad de la planta para retener estas particulas en

su superficie (St-Amand y col., 2009). Al mismo tiempo, cada uno de estos procesos es



gobernado por ciertos parametros ambientales y fisicoquimicos como son la temperatura, el
contenido organico del suelo, su lipofilicidad, su solubilidad en agua y su presion de vapor
respectivamente. Por Gltimo, existen marcadas diferencias entre las especies vegetales
debido a la cantidad de lipidos y al area superficial de las hojas, las cuales también
repercuten en el grado de acumulacién de los contaminantes. Por ello, es recomendable que
la concentracion de los compuestos detectados en plantas sea normalizada con respecto al
contenido lipidico o al area superficial, minimizando asi dichas variaciones (Rey-Salgueiro
y col., 2008).

Tanto la deposicidén gaseosa como la deposicion particulada se encuentran reguladas por la
particion vapor/particula del compuesto, es decir, que con la disminucion de la volatilidad,
las sustancias organicas muestran una fuerte tendencia a la particion de la fase gaseosa
hacia las particulas atmosféricas, lo cual resulta en un incremento de la importancia de la
deposicién particulada comparada con la deposicion gaseosa (Agarwal y Shridhar, 2009).
En general, los HAP mas volatiles (2 y 3 anillos) existen principalmente en fase gaseosa y
tienden a acumularse en las plantas via deposicion en fase gaseosa; en cambio, los HAP
menos volatiles (5 y 6 anillos) se depositan en la superficie de la planta asociados a
particulas. Para los compuestos de presion de vapor intermedia (HAP de 4 anillos) ocurre
una particion vapor/particula dependiente de la temperatura, de tal manera que estan sujetos
a depositarse, tanto en fase gaseosa como asociados a particulas (Orecchio y col., 2008).

En cuanto al ingreso, se ha visto que los HAP de bajo peso molecular (fase gaseosa)
penetran en la planta mas facilmente que aquellos con alto peso molecular, puesto que las
particulas, cuando se depositan sobre el follaje, pueden adherirse a la superficie, reaccionar
quimicamente con ella o bien, pueden ser rebotadas sin mayor consecuencia (Kipopoulou y
col., 1999). Asi, las plantas cuyas hojas presentan vellosidad son mucho mas eficientes para
acumular particulas que aquellas cuyas hojas son lisas. Contrariamente, la repelencia al
agua, debido a la rugosidad de la cuticula, parece ser una propiedad importante en
determinar la capacidad que tienen las hojas para limpiarse a si mismas de las particulas
alojadas, lo cual se traduce en una reducida adhesion sobre su superficie (Howsam y col.,
2000).

La cuticula es una membrana extracelular no viva y lipidica que forma la interfase entre la

atmosfera y la planta protegiéndola de la desecacion y de los ataques de hongos e insectos.



Generalmente se caracteriza por la presencia de dos clases especificas de lipidos: ceras
solubles y poliésteres insolubles. La cuticula no es homogenea, pues se compone de una
serie de capas las cuales varian en sus propiedades de acuerdo con la especie, edad de la
planta y condiciones ambientales. Esto significa que, independientemente de su espesor, la
permeabilidad de la cuticula se encuentra determinada por la composicion y por el arreglo
de las ceras cuticulares (Lipnick y col., 2001). En efecto, muchos compuestos organicos
lipofilicos, incluyendo a los HAP que se encuentran depositados sobre las hojas de una
planta, son capaces de adsorberse a la superficie y/o de pasar a través de la cuticula
mediante su solubilidad en las capas cerosas, por lo que cinéticamente se concluye que la
vegetacion es un buen integrador de contaminantes atmosféricos (Wild y col., 2004).

El coeficiente de particion octanol-aire (Ko,) €s un parametro clave en el entendimiento de
la absorcion de sustancias organicas en las superficies de las hojas. Se define como una
medida de la afinidad de un compuesto encontrado en fase vapor por el octanol (o la cera
de la planta) sobre el aire y es fuertemente dependiente de la temperatura, por lo que las
variaciones al respecto deben ser consideradas cuando se investigan los procesos de
absorcion. Los estudios de exposicion controlada y los estudios en condiciones de campo
indican que el Ko, es un buen predispositor sobre la acumulacién de contaminantes
lipofilicos en las hojas. En general, los contaminantes en fase gaseosa con un Ko, grande

son preferentemente acumulados (Cousins y Mackay, 2001).

Dada la problematica anterior, en este estudio se escogieron a dos variedades de lechuga
Lactuca sativa L.: lechuga tipo italiana y lechuga tipo sangria, debido al grado de
exposicion de los contaminantes, a la abundancia en el area de estudio (zona chinampera de
la Delegacion Xochimilco) y en cuanto a su distribucion en el mercado, para determinar
HAP en ellas. Se analizaron cinco de los HAP mas reportados en cuanto a incidencia en
vegetales, de acuerdo con los siguientes autores: Speer y col. (1990), Kipopoulou y col.
(1999), Phillips (1999), Bi y col. (2001). Los cinco compuestos a evaluarse fueron los
siguientes: fenantreno, fluoranteno, pireno, criseno y benzo[a]pireno, los cuales, por sus
caracteristicas fisicoquimicas, pueden tener rendimientos mayores a 70% usando los
métodos de extraccion y purificacion adecuados. Para ello, se planteé el siguiente objetivo

general enmarcado dentro de los siguientes objetivos particulares.



1.6 OBJETIVOS

1.6.1 Objetivo general

Determinar el grado de extraccion de los hidrocarburos aromaticos policiclicos de mayor
incidencia e importancia toxicolégica adicionados a dos variedades de las hortalizas de
mayor distribucion en la zona “chinampera” de Xochimilco mediante técnicas

cromatograficas para su identificacion y cuantificacion.

1.6.2 Objetivos particulares

e Determinar el contenido de humedad de las muestras para verificar su efecto en el grado
de extraccion de los contaminantes empleando para ello la metodologia propuesta en el
Compendio de Métodos Oficiales de la AOAC (2001).

e Adaptar la metodologia descrita en los métodos EPA-3540C (EPA, 1996a) y UNEP-7
(UNEP/IOC/IAEA, 1993) para evaluar la extraccién, limpieza, identificacion y
cuantificacion de los HAP en hojas de lechuga tipo italiana y tipo sangria.

e Correlacionar los porcentajes de recuperacion de los contaminantes obtenidos con los
reportados en la literatura.
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CAPITULO 2. FUNDAMENTOS

2.1 Breve historia

La relacién entre los limpiadores de chimeneas (deshollinadores) y la incidencia de cancer
escrotal, asi como las observaciones de los efectos de la exposicion crénica al hollin se
hicieron en Inglaterra hacia el afio 1775 por Sir Percival Pott, cirujano londinense. A
principios del siglo XX, el hollin, el alquitran y el tizne fueron conocidos como potentes
carcindégenos humanos (Tarcher, 1992). Posteriormente, en la década de los 30 del siglo
XX, se logré aislar al benzo[a]pireno del alquitran de carbon y mediante la experimentacion
con animales determiné su alto potencial carcinogénico. Para los afios 70 mas de 30 HAP y
algunos derivados de estos compuestos se habian reportado por sus efectos carcinogénicos,
haciendo de ellos la mayor clase de carcindgenos quimicos hasta hoy conocidos (Tuominen
y col., 1988). En esa misma década se demostrd que varios tipos de cancer humano podrian
atribuirse a los carcindgenos ambientales, especialmente a través de la dieta cotidiana
(Nollet, 1996).

No fue sino hasta hace poco tiempo que las investigaciones se orientaron hacia el estudio
de la formacién y a los mecanismos de accion a nivel bioquimico. Al respecto, fue en la
década de los 50 del siglo XX cuando se sugirié que la conversion metabolica a epdxidos
puede ser el paso esencial en dicha carcinogenicidad. Por otra parte, a finales de los afios
60, se demostrd por primera vez que la carcinogenicidad de los HAP depende de su unién a
los &cidos nucleicos, una vez que estos han sido metabolizados (Zakrzewski, 1997).

En cuanto a la caracterizacion quimica de las fuentes de emision de sustancias y de todos
los compuestos organicos encontrados en el aire, los HAP son quienes han recibido la
mayor atencion. Asi, el benzo[a]pireno fue uno de los primeros componentes organicos en
ser encontrado en las particulas atmosféricas y en ser medido rutinariamente; sin embargo,
hoy la informacién cuantitativa de las emisiones de HAP de fuentes tanto naturales como
antropogénicas sigue siendo limitada (Tarcher, 1992).

Finalmente, en cuanto a la vegetacion, es en los ultimos veinte afios cuando mayores
avances ha habido en el estudio de la acumulacion de contaminantes organicos en las
plantas. En nuestros dias, estas investigaciones se realizan en todo el mundo (Collins y col.,
2006).
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2.2 Hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP)

Los compuestos aromaticos son una clase de hidrocarburos que pueden tener uno o varios
anillos de benceno en su estructura: los aromaticos mononucleares como el tolueno, el
cumeno y los xilenos que son compuestos de un solo anillo, mientras que los aromaticos
policiclicos como el antraceno, el fluoranteno y/o el pireno son sistemas de anillos
fusionados entre si. Los HAP se encuentran formados de dos, tres o mas anillos bencénicos
fusionados en arreglo lineal, angular o de racimo y contienen solamente carbono e
hidrégeno. Estos compuestos van desde el naftaleno (CioHs, 2 anillos) hasta el coroneno
(Ca4H12, 7 anillos). Se encuentran considerados como contaminantes del medio ambiente y
son importantes dada la amplia variedad de fuentes, tanto naturales como antropogénicas,
asi como por sus efectos adversos en la salud (Rey-Salgueiro y col., 2008).

La Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (Environmental Protection
Agency, EPA, en inglés) considera especialmente a 16 HAP como los contaminantes
prioritarios en agua potable y en agua residual, subsecuentemente referidos en la literatura
como los “16 HAP prioritarios de la EPA”, los cuales abarcan a los siguientes compuestos:
2 anillos: naftaleno.

3 anillos: acenaftileno, acenafteno, fluoreno, fenantreno y antraceno.

4 anillos: fluoranteno, pireno, benzo[a]antraceno y criseno.

5y 6 anillos: benzo[b]fluoranteno, benzo[k]fluoranteno, benzo[a]pireno,

dibenzo[a,h]antraceno, benzo[g,h,i]periteno e indenopireno.

2.2.1 Formacién

Muchos HAP se forman mediante un proceso de descomposicién térmica o formacion de
radicales libres (pir6lisis) y una recombinacion subsecuente (pirosintesis) de moléculas
orgénicas condensadas. La combustion incompleta de la materia organica produce HAP
cuando las temperaturas son altas (500 a 800°C), en este punto los enlaces C-H y C-C se
rompen para formar radicales libres. Todas las formas de combustién, aunque reducida con
el uso de gases flamables perfectamente mezclados con aire, producen HAP, los cuales son
liberados al medio ambiente (Finlayson-Pitts y Pitts, 1986).

Mediante estudios mas amplios acerca de su formacion, se sabe que la cantidad de
compuestos producidos y la relacidn entre las concentraciones de sustancias individuales de

este grupo de contaminantes dependen del tipo de material o combustible empleado, asi
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como de las condiciones inherentes de presién y de temperatura en los procesos de
combustion (Agarwal y Shridhar, 2009).

2.2.2 Fuentes

Las fuentes naturales de HAP incluyen los incendios forestales y las erupciones volcanicas
principalmente. Las fuentes antropogénicas son las mas importantes; incluyen multiples
actividades como la refinacion de petroleo, la generacion de energia eléctrica, la
incineracion de basura, el uso de combustibles en el hogar, la produccién de coque, carbon
negro, alquitran de carbon y de asfalto. Ademads, en estas fuentes, se incluyen a las
emisiones de automotores y al humo del tabaco. Adicionalmente, dichas fuentes
antropogénicas se clasifican en estacionarias, las cuales consisten en el uso de combustibles
en el hogar, la industria, la generacion de energia y la incineracién; y en moviles, que se
refieren a los vehiculos, transportes y dispositivos que funcionan con motores a gasolina o
diesel (Hoffman y col., 2003). Los procesos de combustion involucrados en esta gran
variedad de fuentes generan enormes cantidades de contaminantes organicos, los cuales son

responsables de los altos niveles de contaminacion atmosférica existente en la actualidad.

2.2.3 Propiedades fisicoquimicas

Como el benceno, muchos de los HAP poseen una gran estabilidad quimica natural y una
geometria plana. Estructuralmente revelan la ausencia de sitios de alta reactividad quimica;
asimismo, tienen una gran resistencia a la descomposicién por lo cual son compuestos muy
persistentes en el medio ambiente (Tarcher, 1992; Baird, 1995). En la Tabla 2.1 se enlistan
las propiedades fisicoquimicas mas representativas de los compuestos bajo estudio.

Las caracteristicas fisicoquimicas de los HAP se ven altamente influenciadas por su peso
molecular; es decir, conforme se incrementa el volumen molecular, la solubilidad decrece,
el punto de fusion y de ebullicion aumenta y la presién de vapor disminuye. De la misma
forma, la presién de vapor es altamente dependiente de la temperatura, ya que cuando ésta
desciende, la presion de vapor decrece marcadamente. Esta propiedad es la que determina

que los HAP se encuentren en fase gaseosa o en fase particulada segun su peso molecular.
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Tabla 2.1 Propiedades fisicoquimicas de los HAP en estudio (Finlayson-Pitts y Pitts, 1986; Patnaik,
1992; Merck Index, 2001)

Solubilidad Presion de
en agua a vapor a 25°C
25°C (ug/L) (mmHg)

MM | Formula Pf. | Peb.

Compuestos (°C) | (°C) Caracteristicas

Cristales incoloros.
178 | CyHy | 100 | 340 1290 1.2x10* Soluble en benceno,
tolueno y DCM

Fenantreno (PHE)

Agujas coloreadas.
Soluble en éter,

202 | CyHyo | 120 | 367 260 9.2x10°® benceno y otros

disolventes

Fluoranteno (FLU) organicos

Cristales incoloros.
Altamente soluble

Q
<

-6
202 | CyHio | 156 | 404 135 4.5x10 en los disolventes
organicos
Pireno (PYR)
Laminas blancas.
OO Moderadamente
@@ 228 | CigHi, | 254 | 448 2.0 6.4x10° soluble en
disolventes
Criseno (CHR) organicos
OO Cristales
O@O amarillentos.
252 | CyHyp | 179 | 311 0.05 5.6x10° Soluble en benceno,
. tolueno, xilenoy
Benzo[a]pireno DEM

(BaP)

MM: Masa molecular; P.f: Punto de fusién; P.eb: Punto de ebullicién; DCM: Diclorometano

Los HAP comUnmente poseen bajas solubilidades en agua; sin embargo, cuando se oxidan
transforméndose en especies mas polares, se incrementard notablemente su solubilidad.
Esto tiene mayores implicaciones cuando se considera la distribucion de los HAP y sus
derivados a través del aire <> agua <> suelo (Mikes y col, 2009). No obstante, debido a su
liposolubilidad, estos compuestos tienden a acumularse en el tejido adiposo de los

organismaos.

2.3 Toxicologia
Muchos de los HAP pueden causar cancer, pues afectan una gran variedad de organismos y
tejidos; mas sin embargo, el benzo[a]pireno es el compuesto mas ampliamente estudiado

debido a su alto potencial carcinogénico en humanos, siendo el resto probados en animales

14




de laboratorio y se ha evidenciado su carcinogenicidad. En general, los HAP de cuatro,
cinco y seis anillos tienen un mayor potencial carcinogénico que los HAP de dos, tres y
siete anillos (Patnaik, 1992).

2.3.1 Mecanismo de toxicidad

El mecanismo de toxicidad se reporta como una interferencia con la funcién de la
membrana celular y los sistemas enzimaticos asociados con ella. La mayor preocupacion
con relacién a esta clase de compuestos es la habilidad de los reactivos metabdlicos
—epobxidos y dihidrodioles— de unirse a las proteinas celulares y al ADN, lo que resulta en
disrupciones bioquimicas y dafio celular que conduce a mutaciones; en consecuencia,

pueden desarrollarse tumores, malformaciones y cancer (Hoffman y col., 2003).

2.3.2 Activacion

Los HAP son bioldgicamente inertes (procarcindgenos), pero son activados por una forma
inducible de oxidasas de funcién mixta: la hemoproteina citocromo Pyso, principalmente
localizada en la membrana del reticulo endoplasmico y conocida también como P4s01AL.
De igual manera, la presencia de estos compuestos causa la induccion de Pss0lAl, por lo
cual se eleva el grado de activacion de los HAP y a su vez se incrementa el grado de
formacion de aductos de ADN; lo cual puede causar errores en su replicacion, aumentando

asi la tasa de mutaciones quimicamente inducidas (Walker y col., 1997).

2.3.3 Mecanismo de reaccion

La activacion del benzo[a]pireno resulta en la formacién de un metabolito diol-epoxido, es
decir, el 7,8-diol-9,10-epdxido benzo[a]pireno. Tal como se ilustra en la Figura 2.1, dicho
metabolito es el que inicia el complejo proceso de mutagénesis y carcinogénesis al unirse
covalentemente al ADN (Tarcher,1992) mediante la siguiente reaccion de tipo Sn2: el
anillo de guanina en el ADN (nucledfilo) ataca al anillo de tres miembros que forma el
grupo epoxido (electrofilo), éste Gltimo se abre para dar lugar al enlace C-N entre el C-10
del benzo[a]pireno y el nitrégeno exociclico de la guanina (Zakrzewski, 1997).
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Figura 2.1 Interaccion entre el 7, 8-diol-9,10-epdxido benzo[a]pireno y el grupo amino de la guanina
(Zakrzewski, 1997)

2.3.4 Reactividad

Por otro lado, existe evidencia que indica que la union con el ADN generalmente ocurre en
el anillo epdxido a traves del tomo de carbono adyacente a la region bahia de la molécula
activada, por lo que los metabolitos mas carcinogenicos de cualquier hidrocarburo dado
parecen provenir de precursores de dihidrodiol o de epdxidos que estructuralmente
presentan una regién bahia (Bjarseth y Ramdahl, 1985), la cual se encuentra formada por
una ramificacion en la secuencia de anillos bencénicos. Dicha organizacion en el arreglo de
los atomos de carbono le imparte un alto grado de reactividad bioquimica a los HAP (Baird,
1995).

2.3.5 Eliminacion

Otra reaccion involucrada en el metabolismo de los HAP es la conjugacion enzimatica de
los intermediarios oxigenados con acido glucorénico, sulfatos y glutatién. Estos conjugados
solubles en agua son facilmente removidos del organismo a través de la bilis, las heces y la

orina, por lo que se consideran productos de detoxificacion (Bjarseth y Ramdahl, 1985).

2.3.6 Acumulacion

Debido a sus caracteristicas lipofilicas, los HAP pueden acumularse en tejido adiposo y
permanecer asi indefinidamente; no obstante, la ingesta continua de alimentos
contaminados a niveles de ppb (ug/kg) representa un peligro potencial para la salud
humana, pues con el tiempo las personas pueden revelar manifestaciones tipicas de una
intoxicacion cronica, tales como la produccion espontanea de tumores malignos (Helferich
y Winter, 2001).
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2.3.7 Bioseguimiento

El seguimiento de la formacion de aductos HAP-ADN constituye, actualmente, la técnica
mas apropiada para determinar la presencia de HAP en un organismo. La estabilidad de los
aductos significa que la evidencia de exposicion a los compuestos permanece aun despues
de que han sido eliminados en el cuerpo (Walker y col., 1997). Por lo tanto, los
biomarcadores validados para evaluar la exposicién alimentaria a los HAP son los aductos
HAP-ADN, generalmente detectados en muestras de linfocitos. Precisamente, es a través de
estos procedimientos como se confirma la hipdtesis referente a que la dieta es la principal

fuente de exposicién a los HAP en el caso de los no fumadores (Phillips, 1999).

2.3.8 Propiedades toxicoldgicas

La Tabla 2.2 muestra las propiedades toxicoldgicas mas relevantes de los compuestos bajo
estudio.

Pese a los estudios toxicoldgicos, no se cuenta con un conocimiento concreto acerca de los
limites en que estos materiales llegan a ser carcinogénicos, pues sus efectos se hacen
presentes en el sitio de aplicacion. En experimentos con animales a los cuales les fue
aplicado el compuesto superficialmente en la piel, la concentracion efectiva fue de 10-100

ug/kg de peso (Fellenberg, 1999).

2.4 Introduccion de los HAP en la cadena alimentaria

La presencia de COS en las plantas es motivo de preocupacion, ya que éstas constituyen un
importante punto de entrada a la cadena alimentaria de los animales y de las personas. La
exposicion de la poblacién humana a los contaminantes organicos se da, preferentemente,
en las zonas altamente industrializadas describiendo la siguiente trayectoria: atmosfera —
vegetacion — ganado — leche y/o productos lacteos, carne — seres humanos, la cual
presenta a la exposicion atmosférica como la ruta més significativa de contaminacion por
HAP en las plantas terrestres. Ademas del consumo directo de vegetales incluidos en la
dieta humana, se sabe que las plantas juegan un papel crucial en la acumulacion de
sustancias dentro de las cadenas alimenticias agricolas: la grasa animal, en forma de leche o

carne (basicamente en el musculo), es la principal fuente de exposicién indirecta a muchos
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contaminantes organicos persistentes en las poblaciones de practicamente todo el mundo
(Mdiller y col., 2001).

Tabla 2.2 Propiedades toxicoldgicas de los HAP en estudio (Finlayson-Pitts y Pitts, 1986; Patnaik, 1992;
Merck Index, 2001)

Actividad

Compuesto MM DLs, (mg/kg) Datos de toxicidad carcinogénica

Puede causar tumores en la piel
en el sitio de aplicacion.
Puede causar
fotosensibilizacion de la piel

178 700

Fenantreno (PHE)

Leve toxicidad oral y cutanea.
202 2000 Puede causar tumores en la piel +
en el sitio de aplicacion

Fluoranteno (FLU)

La inhalacion o ingesta causa
irritacion de los ojos,
excitacion y contraccion
muscular

@)
)

202 2700

Pireno (PYR)

Toxicidad oral baja. Produce
228 99 tumores y cancer en la piel, en +
el sitio de aplicacion

Criseno (CHR)

Suficiente evidencia de
252 4095 carcinogenicidad por todas las ++
vias de exposicion

Benzo[a]pireno (BaP)

MM: Masa molecular; DLsy: Dosis letal media
+: Evidencia limitada; hay una interrelacion de causa de cancer, pero no ha sido probada
++: Suficiente evidencia de carcinogenicidad en humanos

2.5 Hortalizas

El consumo de hortalizas en México es ampliamente recomendado por su apreciable
contenido de vitaminas, minerales y fibra dietética. Las hortalizas son plantas herbaceas de
ciclo anual o bienal (excepcionalmente perenne) y de practicas agronémicas intensivas
cuyos productos son usados en la alimentacion humana al estado natural o procesados.
Presentan una elevada proporcion de agua (>70%), un bajo contenido energético (<100
cal/100 g), y una vida til corta en poscosecha que varia desde unos pocos dias hasta unos
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cuantos meses. Dentro de las hortalizas y verduras de mayor consumo, destacan aquellas
plantas herbaceas Utiles que se ingieren ya sea de manera natural, cocidas o tratadas por
otros procedimientos. Segun la parte de la planta que se emplea para su consumo, €s
conveniente separarlas en raices y tubérculos, entre las que se encuentran las zanahorias,
remolacha, rabanos y nabo, entre otras; existen las denominadas bulbos como las cebollas;
las hojas y tallos tiernos se ejemplifican con las espinacas, esparragos, lechuga, acelgas,
cilantro y perejil; finalmente, se encuentran las flores (flor de calabaza) y frutos de
hortalizas como son los tomates, pepinos, berenjenas, calabazas y pimientos (Catsberg y
Kempen-Van Dommelen, 1990).

2.5.1 Propiedades nutrimentales

Las verduras u hortalizas, en general, son una importante fuente de vitaminas C y B, B-
caroteno, minerales y celulosa; preferentemente, deben ingerirse en crudo puesto que la
mayoria de las vitaminas se ven alteradas o destruidas por la accion del calor. El color
verde que presentan se debe a la clorofila, compuesto nutritivo que poseen las plantas y en
la que por influjo de la luz solar, los sustratos vegetales son transformados en productos
energéticamente Utiles. Esta funcion vital les confiere a las hojas verdes varias virtudes o
propiedades para la nutricion del hombre, entre las que destacan las siguientes: 1)
contribuyen a la regeneracion sanguinea y de los globulos rojos, 2) ayudan a la asimilacion
de proteinas, 3) presentan una accién reguladora de la nutriciéon y de la tension arterial y,
por ultimo, 4) influyen en el equilibrio acido-base del organismo (Chavez, 2003). En la
Tabla 2.3 se presentan los principales componentes en las hortalizas de hoja de mayor

consumo en México.

2.5.2 Presencia de HAP en hortalizas

Las hortalizas, al igual que el resto de la vegetacion, tienen la propiedad de acumular
diferentes sustancias organicas que se encuentran en la atmosfera. Su determinacion sirve,
pues, para evaluar el grado de exposicion a los contaminantes presentes en las plantas
comestibles; sin embargo, debido a la complejidad de este tipo de estudios, en la actualidad
no ha sido posible estimar con precision el impacto que tiene el consumo de estos
productos en la dieta, sobre la salud humana. En la Tabla 2.4 se citan los resultados

derivados del analisis de algunas hortalizas que crecen en zonas industriales de Alemania y
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Grecia. Asimismo, a modo de comparacion, en el Anexo A se describe la presencia de los

HAP en algunas muestras de vegetacion.

Tabla 2.3 Valor nutritivo de hortalizas de hoja de mayor consumo en México (Mufioz y Ledesma, 2003)

CC:nqteist?glees por 100 g de porcion | I m [ v | v o[ v | v [ vin| x| X
Porcién comestible

(%) 82 67 82 70 72 82 69 55 83 82
Elementos principales

Energia (kcal) 39 22 33 25 32 22 25 17 66 41
Agua (%) 87.53 | 93.6 | 90.50 | 89.50 | 91.40 | 91.80 | 95.00 | 96.00 | 82.30 | 91.00
Fibra dietética (g) 250 | 150 | 0.90 | 420 | 1.80 | 400 | 150 | 1.50 | 1.80 | 0.80
Hidratos de carbono

) 480 | 420 | 290 | 2.60 | 540 | 1.70 | 4.10 | 2.70 | 10.90 | 4.90
Proteinas (g) 425 | 0.80 | 3.60 | 260 | 2.30 | 2.90 | 1.40 | 1.00 | 3.10 | 2.30
Lipidos totales (g) 0.32 | 020 | 0.80 | 050 | 0.10 | 040 | 030 | 020 | 1.10 | 1.30
Acidos grasos

Saturados (g) NR | 003 | 003 | NR | 002 | 0.03 | 004 | 003 | NR | NR
Monoinsaturados (g) NR | 002 | 001 | NR | 000 | 001 | 001 | 001 | NR | NR
Poliinsaturados (g) NR | 006 | 001 | NR | 003 | 001 [ 005 | 011 | NR | NR
Minerales

Calcio (mg) 67.50 | 52.00 | 59.00 | 101.00 | 38.00 | 66.00 | 25.00 | 16.00 |176.00 | 86.00
Fosforo (mg) 5.34 | 26.00 | 40.00 | 55.00 | 23.00 |469.00 | 39.00 | 56.00 | NR | NR
Hierro (mg) 3.00 | 1.40 | 060 | 6.10 | 1.40 | 440 | 060 | 040 | 7.20 | 1.90
Magnesio (mg) 7431 | 12.00 | 44.00 | 26.00 | 13.00 | 39.00 | 11.00 | 8.00 | 41.00 | 68.00
Sodio (mg) 0.65 | 88.00 | 13.00 | 34.00 | 20.00 |130.00| 9.00 | 11.00 | 45.00 | 45.00
Potasio (mg) 279.00 | 284.00 | 209.00 | 619.00 | 233.00 | 130.00 | 264.00 | 290.00 | 727.00 | 494.00
Zinc (mg) 0.68 | 017 | 0.15 | 020 | 0.18 | 050 | 050 | 050 | 0.73 | NR
Vitaminas

Vitamina A (pug) 183.00 | 11.00 |500.00 | 384.00 | 33.00 |542.00 | 44 44 |673.33| NR
Acido ascérbico (mg) 6.00 | 8.00 | 51.00 | 11.00 | 38.00 | 40.00 | 6.00 | 7.00 |146.00| 13.00
Tiamina (mg) 0.05 | 002 | 013 | 012 | 010 | 010 | 0.14 | 0.05 | 0.10 | 0.02
Riboflavina (mg) 0.23 | 0.04 | 020 | 006 | 0.06 | 016 | 0.05 | 003 | 031 | 0.10
Niacina (mg) 0.50 | 040 | 1.50 | 1.00 | 0.06 | 050 | 0.30 | 0.03 | 1.60 | 0.60
Piridoxina (mg) NR | 003 | 013 | NR | 010 | 018 | 0.06 | NR | 0.16 | NR
Acido félico (ug) 90.00 | 12.00 |200.00| NR | 57.00 |140.00 | 34.00 | 36.00 |183.00| NR
I: Acelga (Beta vulgaris var cicla); 11: Apio (Apium graveolens); I11: Berro (Roripa nasturtium-aquaticum); 1V:

Cilantro (Coriandrum sativum L.); V: Col blanca (Brassica oleracea var capitata); VI: Espinaca (Spinacia oleracea
L.); VII: Lechuga orejona (Lactuca sativa L.); VII1: Lechuga romana (Lactuca sativa L.); IX: Perejil (Petroselinum

sativum); X: Verdolaga (Portulaca oleracea L.); NR: No reportado
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Tabla 2.4 Contenido de HAP en hortalizas de hoja que crecen en una zona industrial en pg kg™ (Speer
y col., 1990; Kipopolou y col., 1999)

IHAP Masa seca o .

Muestra PHE FLU PYR CHR BaP Min — Max (Med) | masa fresca Referencia
Perejil sin

lavar 40.1 14.8 7.8 49 2.4 NR

Perejil

lavado 21.3 6.9 3.8 1.8 0.4 NR
Hojas de
zanahoria ~ 41.3 13.7 3.7 1.9 0.2 NR
Col verde
sin lavar 311 352 23.6 13.9 1.0 NR

Masa fresca Speer y col.,

Hojas de 1990
colinabo 6.9 6.2 13 2.2 0.2 NR
Espinaca
sin lavar 97 106 58 3 1.9 NR
Espinaca

lavada 6.7 5 1.9 0.8 0.2 NR
Lechuga

lavada 0.8 0.6 0.4 0.3 0.1 NR
Repollo

(Col) 18 3.0 3.9 0.6 0.1 25-108 (42)

Masa seca Kipopoulou y

Lechuga 58 34 20 39 028  40-294(161) col., 1999
Escarola 43 44 13 39 024  112-239(155)

PHE, fenantreno; FLU, fluoranteno; PYR, pireno; CHR, criseno; BaP, benzo[a]pireno
SHAP, HAP totales; Med, Mediana

NR: No reportado

2.5.3 Concentraciones encontradas de HAP en vegetales

Se sabe que el grado de contaminacién es gobernado por el lugar donde los vegetales

crecen, es decir, aquellos situados cerca de vias altamente transitadas y/o proximos a zonas

industriales que seguramente exhibirdn una mayor carga de contaminantes.

De acuerdo con las condiciones en que se encuentran los cultivos, muchas especies

vegetales pueden presentar, relativamente, altas concentraciones de HAP, incluyendo a las

hortalizas de hojas amplias. Un estudio en Finlandia determiné niveles en el rango de 4.8-

94 ppb en lechuga fresca (Phillips, 1999), mientras que los valores de benzo[a]pireno méas

frecuentes oscilan entre 2-12 ug/kg de masa seca (Kipopoulou y col., 1999). En

conformidad con algunos autores, niveles de 2.85-24.5 ppb de benzo[a]pireno son tipicos
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en todas las muestras de vegetales comestibles; inclusive, en algunos casos, las cantidades
son mayores que aquellas encontradas en muestras de carne asada (Phillips, 1999).

Cabe destacar que los HAP de baja masa molecular, en fase gaseosa, contaminan la
superficie de cultivos de frutas, hortalizas y granos, pero s6lo una pequefia proporcion de
estos compuestos pueden ser removidos por lavado debido, probablemente, a su
incorporacion a las ceras superficiales de las hojas o a la penetracion en los tejidos de la
planta. En cuanto a las particulas, se ha visto que el lavado de la lechuga con agua elimina
una cantidad considerable de HAP de alta masa molecular. En general, debe tomarse en
cuenta, como una medida preventiva, que el pelado de las frutas y hortalizas, o la remocién
de las hojas externas de especies como col y lechuga, son acciones que tienden a reducir su
contenido de HAP (Tarcher, 1992; Lipnick y col., 2001).

Por otro lado, los aceites vegetales también son una fuente sustancial de HAP en la dieta.
Por ejemplo, las concentraciones en Finlandia promedian 23 ppb y en los olivos italianos se
han encontrado niveles de 7 ppb en promedio, aunque algunas muestras superan los 15 ppb
(Ignesti y col., 1992). Esto es importante, ya que los productos hechos de aceites o grasas
vegetales pueden estar mas contaminados que los productos equivalentes de origen animal
(Phillips, 1999).

2.5.4 Contribuciones de HAP en la dieta aportada por el consumo de vegetales

En un analisis de HAP realizado en el Reino Unido (Dennis y col., 1983) se encontré que
las mayores contribuciones provienen de los cereales (cerca de un tercio) y de los aceites y
grasas (también wun tercio); las frutas y hortalizas contribuyen con el resto.
Inesperadamente, las aportaciones de carne, pescado, leche y bebidas fueron
comparativamente menores. Con base en un consumo diario de 1.46 kg de alimentos y
bebidas, la carga total de HAP en la dieta cotidiana fue calculado en 3.70 pg/dia. Un
estudio similar de la dieta en Alemania (De Vos y col., 1990) estim6 un ingreso diario
promedio de entre 5y 17 ug/dia; los compuestos para los cuales existe al menos alguna
evidencia de actividad carcinogénica contabilizan alrededor de la mitad del total. Este
estudio también concluye que los cereales, junto con las hortalizas y demas productos
vegetales, son la principal fuente de HAP. Sorpresivamente, pese a las diferencias en los

habitos de alimentacién actuales entre las poblaciones del norte y del sur de Europa, el
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analisis de la dieta en Italia (Lodovici y col., 1995) mostrd niveles y proporciones similares
de HAP, pues las grandes contribuciones al ingreso diario total provinieron de los cereales,
hortalizas y frutas, por lo que en este estudio, la ingestion total se estimo en 3 ug/dia, de los
cuales, cerca de la mitad son compuestos carcinogénicos. Finalmente, en Nueva Zelanda
(Thomson y col., 1996), un pais medianamente industrializado, se estimé un ingreso
promedio en la dieta de 1.2 pg/dia. Con base en este tipo de investigaciones, algunos
autores concluyen que una dieta vegetariana, si es alta en hortalizas de hoja y en granos no
refinados, puede resultar en el ingreso de mayores cantidades de HAP, comparadas con las
de una dieta promedio (Baird, 1995; Phillips, 1999).

En Italia (Lodovici y col., 1995), la via de exposicion a los HAP por medio de la dieta (3
ug/dia) evidencia un ingreso significativamente mayor que el alcanzado a traves de la
respiracion de aire contaminado (370 ng/dia). En un estudio realizado en los Estados
Unidos (Lioy y Greenberg, 1990), el cual usé al benzo[a]pireno como compuesto
representativo de todos los HAP, se estimé que la exposicion semanal al benzo[a]pireno
derivado del consumo de alimentos es, comunmente, del 70%. En general, los anélisis
sefialan que el ingreso promedio a través de la dieta constituye cerca del 70-90% de la
exposicion diaria total en el caso de los individuos no fumadores (Menzie y col., 1992;
Phillips, 1999). Asimismo, los estudios de bioseguimiento indican que de todas las rutas

posibles de exposicién humana a los HAP, la ingesta es la que predomina (Phillips, 1999).
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CAPITULO 3. FUNDAMENTOS ANALITICOS

3.1 Tratamiento de la muestra

Puesto que las distintas muestras ambientales representan mezclas complejas de
compuestos organicos, es necesario realizar una limpieza y concentracién de los
compuestos de interés. Para ello, se realizan una serie de tratamientos tales como
deshidratacién o liofilizacion, extraccion en fase sélida y purificacion a fin de obtener los
compuestos lo mas limpios posibles, lo cual permita llevar a cabo su cuantificaciéon de

manera confiable.

3.1.1 Liofilizacion

Se define como el proceso de deshidratacién que permite remover agua de matrices
congeladas a través de la aplicacion de energia en forma de calor, eliminando el contenido
de humedad, gracias a la sublimacién directa del hielo bajo una presién reducida.

El proceso de liofilizacion consiste esencialmente en dos etapas: congelacion rapida y
secado. Esta segunda operacion, a su vez, se divide en dos partes: la primera de ellas es la
sublimacion del hielo bajo vacio, el cual sublima cuando se suministra la energia
correspondiente al calor latente; la etapa secundaria comienza cuando se ha agotado el hielo
en el producto y la humedad proviene del agua parcialmente ligada en el material que se
esta secando.

Los productos liofilizados que han sido tratados adecuadamente pueden ser almacenados
durante tiempos ilimitados, reteniendo la mayoria de las propiedades fisicas, quimicas,

bioldgicas y sensoriales de su estado fresco (Barbosa-Canovas y Vega-Mercado, 2000).

3.1.2 Técnica de extraccion por Soxhlet

Segun la EPA, la extraccion por Soxhlet es un método adecuado para obtener COS
provenientes de matrices ambientales solidas. Esta técnica se basa en un reflujo de solvente
que cae repetidas veces sobre la muestra, proceso que normalmente se realiza por un largo
periodo de tiempo (periodos de 6, 12, 18 0 24 horas). El sistema es muy eficiente debido a
que la muestra es extraida muchas veces, lo que a su vez proporciona un extracto usando,

relativamente, un volumen moderado de disolvente.
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3.1.3 Concentracion de los extractos

Los extractos grandes y medianos de compuestos semivolatiles son concentrados
rutinariamente en un evaporador rotatorio (rotoevaporador) conectado al vacio con el fin de
reducir la cantidad de calor requerido para remover el disolvente (<50°C). Es recomendable
usar liquidos de bajo punto de ebullicion como hexano o diclorometano (DCM), los cuales
se eliminan facilmente; por tanto, disminuye la probabilidad de perder analitos volatiles y

se minimiza la degradacion térmica.

3.1.4 Agentes secantes

Los extractos crudos, incluso los disolventes no polares, pueden contener cantidades traza
de agua perjudicial para la cromatografia. Los extractos de volumenes grandes o medianos
son secados normalmente a través de un tratamiento con sulfato de sodio (Na,SO,) anhidro,
granular o en polvo. Esta es una técnica conveniente debido a la poca reactividad y a la alta

capacidad de adsorcion de dichos agentes secantes.

3.1.5 Cromatografia de adsorcién

Para mezclas complejas de compuestos organicos contenidos en un extracto, es necesario
realizar algin grado de separacion por cromatografia en columna. Se usa un adsorbente
adecuado como fase estacionaria y algun disolvente no polar (hexano, DCM o una mezcla
de ambos) como fase movil; si se requiere, puede variarse la polaridad en orden creciente.
Asimismo, el orden de elucion se basa en la polaridad de los compuestos, por lo que las
moléculas polares seran fuertemente adsorbidas y eluiran lentamente por la columna. Este
procedimiento permite la obtencion de las especies deseadas relativamente libres de
compuestos, los cuales podrian interferir en el anélisis subsecuente.

En el caso de los HAP se sabe que, a mayor numero de anillos aromaticos en su estructura,
la polaridad es menor, por lo que se espera que a mayor numero de anillos aromaticos
disminuya la retencién de estos en los adsorbentes usados: gel de silice y alimina, durante
su paso por la columna de separacion.

En efecto, las fases normales mas utilizadas en cromatografia de adsorcion son el gel de
silice y la alimina: ambos se caracterizan por tener una gran area superficial, una porosidad
considerable y un alto indice de retencién. El gel de silice posee una gran superficie activa
que consiste en una capa de grupos silanol distribuidos aleatoriamente; el mecanismo de
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adsorcion se da por la interaccion de los grupos silanol superficiales con los grupos
funcionales polares presentes en las moléculas de soluto. Por su parte, la superficie de la
alimina es capaz de exhibir diferentes tipos de interacciones soluto-adsorbente; esto puede

atribuirse a los campos positivos alrededor del atomo de AI®*

, los cuales permiten la
interaccion con moléculas facilmente polarizables. Asimismo, la presencia de sitios basicos
(probablemente O*) permite la interaccion con donadores de protones (Braithwaite y
Smith, 1999).

El contenido de agua en el adsorbente es particularmente importante: sin la desactivacion
de los fuertes sitios activos se corre el riesgo de obtener tiempos de retencion no
reproducibles, o bien, puede ocurrir la adsorcion irreversible de los solutos. Por lo tanto,
antes de iniciar, el adsorbente es secado y una cantidad especifica de agua es adicionada a
éste mientras se agita, entonces se deja reposar por 8-16 horas para permitir el equilibrio y
la distribucion de la misma. Asi pues, la actividad de un adsorbente se relaciona con la

cantidad de agua que contiene (Cazes, 2001).

3.2 Cromatografia de gases (CG)

Es una técnica analitica para separar sustancias volatiles y semivolatiles pasando una
corriente gaseosa (gas portador) a través de una fase estacionaria con el fin de identificar,
cuantificar y colectar a los componentes de una mezcla (McNair, 1981). En general, la
cromatografia de gases (CG) tiene una muy alta resolucién, de modo que mas de 100
compuestos pueden separarse en una corrida; asimismo, se trata de un método simple,
rapido, flexible, robusto y relativamente barato (Millar y Haynes, 1998).

El proceso de CG se basa en la selectividad de la fase estacionaria hacia los compuestos de
una muestra en funcién de sus coeficientes de distribucién (McNair, 1981). No obstante, se
requiere que cada componente tenga una presion de vapor apreciable a la temperatura de
operacion de la columna y una estabilidad térmica suficiente para soportar las condiciones
del analisis (Braithwaite y Smith, 1999).

En un cromatdgrafo de gases, el gas portador pasa a través de una columna capilar —que
contiene a la fase estacionaria— instalada dentro de un horno. La muestra es introducida en
un inyector caliente donde es rapidamente vaporizada. La fase movil acarrea el vapor hacia

la columna, ahi los componentes son repartidos entre la fase estacionaria organica y el gas
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portador inerte. Conforme la temperatura se eleva, los analitos pasan a la fase vapor y son
arrastrados a lo largo de la columna a diferentes velocidades. Posteriormente emergen
entrando al detector en distintos tiempos (Watson, 1997; Millar y Haynes, 1998).

Un registro de la respuesta del detector respecto al tiempo produce un cromatograma
(gréfica de sefal vs tiempo).

3.2.1 Gas portador

El gas portador ideal debe ser no reactivo, no tdxico, no flamable y de costo accesible,
puesto que su unica funcion es arrastrar a los compuestos a través de la columna. Gases con
pequerios coeficientes de difusiébn como el hidrégeno y el helio daran mejores eficiencias
de separacion que los de mayor peso molecular como el nitrégeno y el diéxido de carbono.
Por esta razon, el helio es el gas portador mas ampliamente usado al proporcionar la mejor
resolucion cuando los analitos eluyen sobre un amplio rango de temperaturas (Braithwaite y
Smith, 1999).

3.2.2 Introduccion de la muestra

El ingreso de la muestra en un cromatografo de gases es la primera etapa del proceso
cromatografico y su eficiencia se refleja en todo el procedimiento, asi como en la precision
y exactitud de los resultados cualitativos y cuantitativos.

En CG, las muestras liquidas se inyectan mediante una microjeringa atravesando un septo
de goma de silicon localizado dentro del inyector caliente que contiene un tubo de vidrio
“silanizado” (“liner”). Aqui los componentes se evaporan y son arrastrados por el gas
portador hacia la columna.

Precisamente, el propo6sito de usar un inyector es introducir una pequefia pero
representativa porcion de la muestra en la columna sin que ésta se sature. Asi que de
acuerdo con la cantidad disponible, el modo de inyeccion puede tener dos variantes: “split”
(dividida) y “splitless” (sin dividir). EI modo “split” se usa cuando la cantidad de analito es
grande, requiriendo de una alta velocidad de vaporizacién para lograr que sélo una fraccién
menor de la muestra sea introducida en la columna; mientras que la mayor parte fluye hacia
fuera del inyector a través de una valvula de division. En cambio, la inyeccion en el modo
“splitless” se usa cuando la concentracion se encuentra a niveles de ppb. La valvula de

divisién permanece cerrada de tal forma que la totalidad de los compuestos son acarreados
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a la columna. El disolvente de la muestra generalmente es de bajo punto de ebullicién y la
temperatura del inyector es menor que en la inyeccion “split” (~220°C). Esto es porque la
muestra pasa mucho mas tiempo en el inyector a fin de evitar que se descomponga
térmicamente (Jennings y Mittlefehldt, 1997; Braithwaite y Smith, 1999).

Debido a los rangos de concentracion que se manejan en este trabajo (0.5 — 5 ppm), los
HAP se analizaron en el modo “splitless” usando una temperatura en el inyector de 220°C.
Cabe mencionar que todos los puntos de ebullicion de los compuestos en estudio son
superiores a 220°C, por lo que de esta manera se evita la descomposicién térmica de dichos

componentes.

3.2.3 Columnas cromatograficas

La columna es el corazon del cromatdgrafo. Entre los sistemas de CG, el funcionamiento de
las columnas capilares se acerca a lo que seria un proceso de separacion ideal: el volumen
Optimo de inyeccion, la pelicula fina de fluido y el gran tiempo de contacto se aproximan a
las condiciones de equilibrio para la separacion eficiente de los componentes (Jennings y
Mittlefehldt, 1997). Sus dimensiones varian de 15-50 m de longitud con un diametro
interno de 0.1-0.3 mm y un grosor de la fase estacionaria del orden de 0.25 pum.

Las columnas capilares de silice, por sus caracteristicas de fabricacion, ofrecen importantes
ventajas tales como resistencia fisica, una reactividad mucho menor frente a los compuestos
de la muestra y gran flexibilidad (Skoog y Leary, 1994). Dentro de este tipo, la DB-5 es una
columna ampliamente usada, la cual se caracteriza por su baja polaridad y por su fase
estacionaria —5% difenil y 95% dimetil polisiloxano— quimicamente unida al soporte a fin
de reducir su tendencia a “sangrar” cuando las temperaturas son elevadas (Braithwaite y
Smith, 1999).

3.2.4 Fase estacionaria

La seleccion de una fase estacionaria adecuada depende de las propiedades fisicas y
quimicas de las sustancias a ser analizadas, ya que las interacciones entre los grupos
funcionales de ambas determinaran la separacion de compuestos con presiones de vapor
similares. Estas incluyen interacciones no polares de tipo van der Waals, interacciones
dipolo-dipolo, uniones hidrégeno e interacciones entre anillos aromaticos, que

conjuntamente se traducen en fendmenos de adsorcion y desorcion a lo largo de la
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columna. Por lo tanto, los componentes de la muestra avanzan solamente cuando se
encuentran en fase gaseosa, siendo retenidos aquellos que presentan una mayor afinidad por
el adsorbente (Millar y Haynes, 1998).

Los polimeros de dimetil siloxano tienen varias propiedades que son deseables en las fases
estacionarias: son térmicamente estables, su viscosidad es afectada ligeramente por la
temperatura, son facilmente entrelazables y pueden unirse covalentemente a la superficie
del soporte, por lo que las columnas hechas de estos polimeros generalmente presentan
niveles menores de “sangrado” que otros tipos de fases estacionarias. El dimetil
polisiloxano es relativamente no polar, pero su polaridad y selectividad pueden ser
manipulados al sustituir otros grupos funcionales (fenil, vinil o cianopropil) por algunos
grupos metilo (Jennings y Mittlefehldt, 1997).

Para los HAP se ha reportado el uso de las siguientes columnas para cromatografia de
gases: SE-52 (Bi y col., 2001), DB-5 (Speer y col., 1990) y HP-5MS (Alfani y col., 2001).

3.2.5 Programacion de temperatura

La fuerza motriz en CG es la temperatura. Se sabe que el coeficiente de particidén es una
propiedad que depende de ella, por lo que un incremento de 30°C puede reducir a la mitad
al coeficiente de particion del analito, aumentando al doble su velocidad de migracion. Con
la programacién de la temperatura se puede mejorar, simplificar o acelerar la separacion,
identificacion y determinacion de los componentes de una muestra (McNair, 1981).
Consiste en elevar la temperatura de la columna durante la separacion para asi aumentar la
presion de vapor de los solutos y de ese modo disminuir los tiempos de retencion de los
componentes que se eluyen, lo cual se traduce en un analisis mas rapido y versatil (Skoog y
Leary, 1994).

Fisicamente, el incremento de energia afecta las posiciones de los equilibrios de
distribucion de los analitos entre el gas portador y la fase estacionaria, asi como la rapidez
con que se establecen. Cuando se eleva la temperatura de la columna, se acelera la elucion
y se alcanza mas rapido el equilibrio entre la fase mdvil y la estacionaria. EI aumento de
temperatura en el curso de la separacion se denomina gradiente de temperatura y éste se
optimiza tomando en cuenta la resolucion necesaria y la reduccion de los tiempos de

retencion (Rubinson y Rubinson, 2000).
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Para establecer el gradiente de temperatura dptimo para el experimento fue necesario hacer
varias pruebas a fin de determinar las variaciones de tiempo de retencion de los cinco HAP
en estudio y la resolucion entre los isomeros fluoranteno y pireno. En varias de las pruebas
se obtuvo el mismo perfil cromatografico, sin embargo, el gradiente de temperatura 6ptimo
se establecid al obtener un tiempo de retencién mas corto para todos los compuestos en

estudio.

3.2.6 Detectores en CG

El detector es un dispositivo que indica la presencia y mide la cantidad de los componentes
separados que eluyen de la columna, generando una respuesta proporcional a la
concentracion o al flujo de masa del componente eluido (McNair, 1981). Para la vasta
mayoria de las aplicaciones en quimica ambiental se utiliza el espectrometro de masas, el
cual es sensible y espectralmente especifico, por lo que es un detector cromatogréafico

altamente eficiente y universal (Skoog y Leary, 1994).

3.2.7 Identificacion y cuantificacion

La informacion cuantitativa contenida en un cromatograma de gases se expresa,
preferentemente, en funcion de las areas bajo la curva de los picos y no de sus alturas, ya
que estas Ultimas varian por diversos factores, entre los que se encuentran la velocidad de
inyeccion, la velocidad de flujo y la temperatura. El andlisis cuantitativo cominmente se
realiza empleando curvas de calibracion, las cuales requieren de estandares para prepararse.
El andlisis cualitativo se efectla mediante la informacion que proporcionan los tiempos de
retencion de cada compuesto, es decir, el tiempo que tarda un analito en recorrer la
columna cromatografica. La coincidencia entre los tiempos de retencion de un estandar y
un pico desconocido no aporta evidencia contundente para establecer la identidad de una
sustancia (Skoog y Leary, 1994), raz6n por la cual la espectrometria de masas es
ampliamente usada como una técnica auxiliar en la identificacién rutinaria de los

compuestos eluidos.

3.3 Espectrometria de masas (EM)
Es una técnica analitica que se emplea para medir las masas de los iones y su abundancia en

fase gaseosa. La determinacion de masas incluye la generacion de moléculas en forma de
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vapor, la ionizacion de las mismas y la separacion segin sus masas, las cuales se realizan
por distintos métodos. Su vasta aplicacion se debe a la diversidad tan grande de las
capacidades de las tres secciones fundamentales de un espectrometro de masas: la fuente de
ionizacion, el analizador de masas y el detector (Rubinson y Rubinson, 2000).

La espectrometria de masas (EM) constituye un método analitico altamente sensible, sin
embargo, la sensibilidad es dependiente de la muestra examinada y de la instrumentacion
empleada. Consiste en bombardear con un haz de electrones a las moléculas del compuesto
bajo estudio dentro de un sistema a alto vacio, provocando su ruptura en varios fragmentos
i6nicos. Cada ion positivo (cation) formado presentara una relacion masa a carga (m/z), y
puesto que la mayoria de los iones tienen una sola carga, m/z es equivalente a la masa del
ion en unidades de masa atomica (UMA). Finalmente, los cationes son acelerados y
separados registrandose una sefial para cada valor segun su m/z, de tal manera que la
intensidad de la sefial reflejara la abundancia relativa del fragmento ionizado o del i6n
molecular que la genera (Millar y Haynes, 1998).

3.3.1 Sistema de generacion de vacio

Los espectrémetros de masas operan bajo un sistema de generacion de vacio adecuado para
su buen funcionamiento (10°-10° torr). Desafortunadamente, las presiones arriba de 10°
torr en la region ocupada por la fuente de ionizacion, el filtro de masas y el detector
conducen al deterioro de la resolucion o al ensanchamiento del haz de iones debido a las
excesivas colisiones ién-molécula. Por lo tanto, el sistema de alto vacio contribuye a
optimizar la sensibilidad del equipo, ya que proporciona a los iones una trayectoria libre de

colisiones, extendiendo a su vez el tiempo de vida del filamento (Watson, 1997).

3.3.2 Fuente se ionizacion

El sistema de ionizacion mas empleado es el de impacto electronico (IE). Las moléculas de
la muestra en fase vapor son bombardeadas con un haz de electrones de alta energia
—generalmente 70 eV— provenientes de un filamento caliente de tungsteno o renio; la
colision producida expulsa un electrén de la molécula y se genera un cation radical
conocido como i6n molecular. Debido a que el potencial de ionizacién de los compuestos
organicos tipicos es menor a 15 eV, el bombardeo de electrones imparte 50 eV (o mas) de

energia excesiva al ion molecular recién formado; ésta es disipada mediante el rompimiento
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de enlaces covalentes (en caso de que el i6n molecular sea inestable), los cuales tienen
energias de entre 3 y 10 eV. Conforme a la estructura y a la estabilidad molecular, el
rompimiento de enlaces conducira a producir un patrén de fragmentacion caracteristico

para cada compuesto en particular (Cazes, 2001).

3.3.3 Analizador de masas

El dispositivo que separa la mezcla de iones generados en iones de masas individuales para
obtener un espectro, constituye el corazén de un espectrdmetro de masas.

El analizador de masas cuadrupolar es ampliamente utilizado en los estudios de rutina.
Consiste en un conjunto de cuatro barras cilindricas de metal, paralelas, que sirven como
electrodos del filtro de masas (las barras opuestas se conectan juntas). Al aplicar un voltaje
de corriente continua (DC), modificado por uno de radiofrecuencia (RF), se genera un
campo oscilante entre las barras. Cuando un ién ingresa en el campo del cuadrupolo,
comenzara a oscilar entre las barras; y si su masa es tal que sus oscilaciones son estables,
entonces se movera a traves del analizador hacia el detector. lones con otros valores de m/z
sufriran oscilaciones inestables, por lo que incrementaran su amplitud hasta desviarse fuera
del campo (Braithwaite y Smith, 1999).

Técnicamente, se llama barrido a la variacion de los voltajes de DC y de RF,
manteniéndose constante la relacion entre ambos a fin de producir un efecto de masas
lineal. En la préctica, la rapidez del analizador es tal que todo el intervalo de masas (m/z
30-800) puede ser barrido en menos de un segundo (Millar y Haynes, 1998).

En general, los espectrometros de masas cuadrupolares proveen alta sensibilidad y buena

resolucion.

3.3.4 Detector

El multiplicador de electrones es el detector elegido en la mayoria de los analisis de rutina.
Est4 formado por una serie de dinodos, cada uno de los cuales se mantiene a un potencial
mas alto que el anterior. El cétodo y los sucesivos dinodos tienen superficies de cobre-
berilio de las que se emiten rafagas de electrones al ser alcanzados por iones o electrones de
elevada energia; de esta manera es amplificada la sefial. Un requisito en los analizadores de
masas cuadrupolares es que el haz de iones debe acelerarse a varios miles de electronvolts

antes del primer choque con el detector, pues es necesario que los iones posean suficiente
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energia cinética para expulsar electrones de la primera zona del dispositivo. En general, los
multiplicadores de electrones son robustos, seguros y son capaces de suministrar ganancias

de corriente elevadas (10°) y tiempos de respuesta de nanosegundos (Skoog y Leary, 1994).

3.3.5 Espectros de masas

En la mayoria de los casos, el término espectrometria de masas se refiere a la técnica de
espectrometria de masas por impacto electronico (EM-IE), puesto que las principales
“bibliotecas” o “librerias” y bases de datos de los espectros de masas, algunos de los cuales
contienen arriba de 100,000, fueron obtenidos mediante esta técnica. Por otro lado, la
abundancia de fragmentos producidos por EM-IE, en un patron altamente reproducible para
un compuesto organico dado, provee un espectro de masas que sirve para identificar a
dicho compuesto. Sin embargo, algunas precauciones son necesarias cuando se analizan

isdmeros cuyos espectros pueden ser muy similares entre si (Millar y Haynes, 1998).

3.4 Sistema acoplado cromatografia de gases-espectrometria de masas (CG/EM)

Este método, como su nombre lo indica, es una combinaciéon de dos técnicas analiticas
complementarias entre si: CG, una tecnica de separacion, y EM, una técnica de
identificacion; juntas constituyen una de las herramientas mas versatiles y poderosas del
andlisis quimico y su capacidad indudablemente supera las limitaciones derivadas del uso
de cada técnica por separado. Si se logra una buena resolucion cromatografica de los
componentes de una mezcla, entonces se obtienen la identificacion cualitativa a traves del
espectro de masas de los compuestos eluidos y la medida cuantitativa del area bajo la curva
correspondiente a cada pico en el cromatograma. Ciertamente, el analisis de una muestra
impura por cromatografia de gases-espectrometria de masas (CG/EM) consiste en separar a
las impurezas del analito y producir los espectros de masas de cada uno de los componentes
obtenidos individualmente (White y Wood, 1986; Watson,1997).

3.4.1 Modos de operacion

Para obtener los datos espectrales, el espectrometro debe ser capaz de evaluar la escala
completa de iones (modo de barrido o SCAN), o bien, seleccionar los iones deseados
(seguimiento selectivo de iones o SSI).
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En el modo SCAN, el filtro de masas se programa para operar secuencialmente en todo un
intervalo de masas, por lo que disminuye la sensibilidad debido a que muchos de los iones
golpean las barras del cuadrupolo mientras avanzan hacia el detector. Este modo se emplea
para identificar especies desconocidas contenidas en una muestra; aunque en la mayoria de
los casos, su uso solamente es necesario para establecer la presencia de un componente en
particular o de una clase de compuestos en general. En tal situacion, no se requiere un
espectro de masas completo puesto que los tiempos de retencion y sus espectros de masas
correspondientes indican que la especie es conocida. Por lo tanto, es suficiente confirmar la
presencia o ausencia de los compuestos de interés mediante un seguimiento selectivo.

En el modo SSI, el analizador de masas establece el paso de ciertos iones hacia el detector
conforme a una prioridad (selectividad). Este procedimiento es muy sensible, por lo que se
usa en las determinaciones cuantitativas permitiendo seleccionar un i6n molecular o un ién
fragmento representativo de la especie a examinar. A menudo, la extension del método para
evaluar dos o mas iones aumenta la probabilidad de identificar correctamente un

componente en la mezcla (White y Wood, 1986; Skoog y Leary, 1994).

3.4.2 Interfase directa

Pese a que los requerimientos difieren en cada instrumento, la conexion entre ambos es
relativamente sencilla, pues siempre que el tamarfio de la muestra y la velocidad de flujo de
la columna capilar lo permita, el cromatégrafo de gases puede acoplarse directamente al
espectrometro de masas. Tipicamente, una columna abierta que mide 25 m de longitud por
0.25 mm de diametro interno permite un flujo de 1-2 mL/min (velocidad del gas portador
de ~30 cm/s) dentro de la camara de ionizacién, lo cual no afecta significativamente a la
presion de vacio. Por el contrario, se observa que el ensanchamiento de los picos
cromatograficos debido a la presién reducida de la columna es minimo y que la rapidez del
analisis es mayor. Adicionalmente, el acoplamiento directo con columnas capilares de silice
fundida minimiza las pérdidas por absorcion y reduce la descomposicion de compuestos
termolébiles.

En la actualidad, casi todos los sistemas de CG/EM usan exclusivamente columnas
capilares e interfases directas que mantienen una buena resolucion cromatogréafica; ademas,
pueden transferir la totalidad de los analitos a la fuente de ionizacion, lo que proporciona
una maxima sensibilidad (White y Wood, 1986).
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3.4.3 Consideraciones en CG/EM

Vapores provenientes de la fase estacionaria de la columna o del septo (o ambas) pueden
entrar a la cdmara de ionizacion: en este punto los residuos sufren ionizacion y
rompimiento continuos, de manera que su patron de fragmentacion caracteristico estara
presente en cada corrida. Este espectro basal puede interferir con el reconocimiento, en el
espectro de masas, de los componentes minoritarios de una mezcla. Puesto que la presion
de vapor de la fase estacionaria depende de la temperatura, el grado de contaminacion en
una fuente de ionizacién conectada a una columna capilar aumentara conforme a la
permanencia de las altas temperaturas del horno durante cada aplicacion. Frecuentemente,
el espectro basal de este tipo limita la buena sensibilidad del sistema de CG/EM (Watson,
1997).
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CAPITULO 4. METODOLOGIA

4.1 Area de estudio

4.1.1 Localizacion
El area de estudio se encuentra ubicada en la Delegacion Xochimilco, localizada al sur-

oriente de la Ciudad de México. Esta demarcacion ocupa el tercer lugar en extension entre
las 16 delegaciones ya que presenta una extension territorial de 128.1 km? abarcando el
8.9% de la superficie total del Distrito Federal. Sus limites son: al norte con las
delegaciones Coyoacan, Iztapalapa y Tlahuac; al sur con la de Milpa Alta; al oriente con la
de Tlahuac y al poniente con la de Tlalpan. Su sistema orografico se encuentra dividido en
tres sectores principales: Sierra del Ajusco, Tlalpan-Xochimilco y del Valle. Las
elevaciones en estas zonas van de los 2000 a los 2500 metros sobre el nivel del mar
(M.S.N.M.), destacando por su altura el volcan Teuhtli y el cerro de Xochitepec (Herrera,
1997).

4.1.2 Descripcion

Especificamente, el estudio —donde se tomaron las muestras— se llevd a cabo en el pueblo
de San Gregorio Atlapulco, perteneciente a la delegacion Xochimilco. Este lugar se sittia 21
km al sureste del centro de la Ciudad de México, siendo uno de los 14 pueblos que
conforman dicha demarcacion. La altitud aproximada es de 2238 M.S.N.M.; colinda por la
parte norte con la Delegacion Tldhuac, por el sur con la Delegacion Milpa Alta y por el este
con el pueblo de San Luis Tlaxialtemalco. Tanto el pueblo de San Gregorio como
Xochimilco en general, constituyen una zona tradicionalmente chinampera (Becerril, 1993).
En la Figura 4.1 se expone un mapa de la Delegaciéon Xochimilco en la cual es posible
observar su ubicacion en el Distrito Federal, asi como la zona de canales, la zona de

chinampas y el area donde fueron tomadas las muestras.

4.1.3 Suelos
Los suelos al sur de la cuenca del Valle de México son de origen volcdnico y se han
clasificado fundamentalmente como foezem puesto que son muy ricos en materia organica,

nitrogeno y fosforo (Chavez, 2003).
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Figura 4.1 Mapa de la Delegacion Xochimilco y su ubicacién en el Distrito Federal (INEGI, 2006) 1:
Santa Maria Nativitas; 2: Santa Cruz Acalpixca; 3: San Gregorio Atlapulco; 4: San Luis
Tlaxialtemalco; 5: Tulyehualco; 6: Tepepan; 7: San Francisco Tlalnepantla; 8: Xochimilco.
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4.1.4 Clima

El clima de San Gregorio Atlapulco, segun la carta climatica de escala 1:50000 en la
entonces Secretaria de Programacioén y Presupuesto (SPP, 1970 en Chavez, 2003) se
clasifica como C(W;) (W) b(1), es decir, clima templado-hiimedo, el cual es considerado
como el mas seco de los templados subhtimedos con lluvias en verano. La temperatura
media anual en la zona es de 12.7-13.6°C con méximas hasta de 31°C. Por otra parte, la

precipitacion es de 891 mm anuales en promedio (Chavez, 2003).

4.1.5 Hidrologia

Por las caracteristicas de infiltracion del suelo, el pueblo de San Gregorio Atlapulco poseia
manantiales que agregaban sus aguas a los canales de la zona chinampera; sin embargo, la
explotacién desmedida ha llevado al agotamiento y consecuentemente a la disminucion del
nivel apropiado de las aguas. No obstante, como se aprecia en la Figura 4.1, en la region
todavia existen algunos canales como el de Apatlaco, el de Tezhuila, el de San Sebastian, el
de Chalco y el del Bordo, sirviendo este ultimo de division entre la chinamperia y los
terrenos del ejido de San Gregorio Atlapulco. Actualmente, estos canales reciben agua
proveniente de las plantas de tratamiento de aguas residuales de San Luis Tlaxialtemalco y

del Cerro de la Estrella con el objeto de mantener su nivel (Becerril, 1993).

4.1.6 Método de cultivo

La mayor parte de los vegetales cultivados en esta zona se siembran inicialmente en
almacigo, el cual se hace habitualmente en el extremo de la chinampa, junto al canal.
Primero se forma una capa de vegetacion acuatica y se deja secar; luego, sobre esta, el
chinampero forma otra capa de cieno de 6 a 8 cm de espesor, se deja endurecer 2 o 3 dias y
entonces se corta en pequeios bloques llamados chapines. Posteriormente, con el dedo se
hace un hoyo en el centro de cada chapin, donde se depositan las semillas cubriéndolas con
estiércol. El almacigo se riega regularmente, sobre todo durante los meses de sequia. Una
vez que la plantula se ha desarrollado, los chapines se desgajan para ser transportados a la
chinampa en la que seran plantados (Chéavez, 2003). Antes de empezar, el agricultor coloca
una capa de paja sobre el suelo con el fin de que funcione como filtro, asi la tierra no podra

ensuciar las plantas a la hora de ser regadas.
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4.1.7 Sistema de riego

Una chinampa en condiciones Optimas no necesita ser irrigada debido a la rdpida
infiltracion del agua a través del suelo poroso, manteniéndolo constantemente humedo.
Empero, hoy en dia no se cuenta con los niveles adecuados de agua, por lo que se requiere
de la irrigacion, sobre todo en los meses de sequia. La intensidad y numero de riegos
depende de factores como la altura de la chinampa sobre el agua, la edad, las condiciones
del suelo y el grado de precipitacion. El sistema de riego mas usado en esta zona es el de
aspersion, el cual consiste en la distribucion uniforme del agua (tomada del mismo canal)

en forma de lluvia (Herrera, 1997).

4.1.8 Produccion

Actualmente, en la Delegacion Xochimilco se trabajan 25 verduras diferentes y varias
flores originarias de todo el mundo. En las parcelas se siembran diversas especies que se
van alternando seglin la temporada, por lo que la produccion es constante y abundante
(Chavez, 2003). En los ultimos afios, sin embargo, y gracias a los avances tecnologicos en
materia agricola, la lechuga —en sus distintas variedades— es la hortaliza mas cultivada en
las chinampas de San Gregorio Atlapulco, pues es la que genera mayores ganancias a los

agricultores.

4.1.9 Consumo de hortalizas en fresco

En una encuesta realizada el mes de mayo de 2001 en el conocido “Mercado del Centro de
Xochimilco” y aplicada a un conjunto de 200 personas en forma aleatoria, se encontrd que
la hortaliza de mayor consumo en fresco (sin coccidbn u otro procesamiento) es
precisamente la lechuga (Lactuca sativa) con el 30%; le siguen el cilantro (Coriandrum
sativum), la espinaca (Spinacia oleracea), las acelgas (Beta vulgaris) y el perejil
(Petroselinum sativum) con el 28, 20, 12.5 y 9.5%, respectivamente (Chavez, 2003). Es
importante mencionar que una parte de la produccion chinampera se comercializa en los
mercados locales y es consumida por la poblacion local; en contraste, la otra parte es
distribuida a través de intermediarios mayoristas que han logrado colocar estos productos

en las grandes cadenas de supermercados.
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4.2 Lechuga (Lactuca sativa)

La zona chinampera de la Ciudad de México goza del clima templado que es ideal para
producir casi todo tipo de hortalizas. En todos los casos, el agua es esencial para la
produccion horticola. Adicionalmente, la lechuga, por su sistema radical no muy extenso,
prefiere suelos con buena capacidad de retencion de humedad pero bien drenados,
preferentemente con alto contenido de materia organica. En consecuencia, las chinampas

ofrecen las condiciones adecuadas para la produccion de esta planta.

4.2.1 Caracteristicas generales

La lechuga es una planta herbacea de tallo muy corto, no ramificado, del cual salen las
raices y las hojas. Como se aprecia en la Figura 4.2, la raiz es pivotante con ramificaciones
finas y cortas desarrollandose en los primeros 25 c¢cm del suelo (Andrade y col., 2005). Las
hojas son grandes, brillantes, lisas o crespas, y de color verde, pasando por el amarillo hasta
el rojo. Su disposicion en el tallo es variable puesto que en algunas especies las hojas se
mantienen desplegadas y abiertas; y en otras, en cierto momento de su desarrollo, las hojas
se expresan de tal manera que forman una cabeza o cogollo mas o menos consistente y

apretada (Andnimo, 2006).

Figura 4.2 Detalle de las hojas y raices de una planta de lechuga (Anénimo, 2006)

Como planta anual, la lechuga produce un tallo floral en un mismo ciclo, normalmente
hacia el final de la temporada, después de haber formado las hojas o cabeza. La temperatura
es el factor que tiene mas influencia en adelantar la formacion y elongacion del tallo floral.
Sus flores son amarillas manchadas de violeta, y sus frutos son grises con un pico

prominente. De esta manera ocurre la polinizacién y la posterior propagacion a través de la
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produccion de semillas (Andrade y col., 2005). En la Tabla 4.1 se enlistan los principales

niveles de clasificacion de la lechuga.

Tabla 4.1 Clasificacién taxonomica de la lechuga (Andrade y col., 2005)

Nombre cientifico:  Lactuca sativa L.
Sistemética

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Asteridae
Orden: Asterales
Familia: Asteraceae
Subfamilia: Cichorioideae
Tribu: Lactuceae
Género: Lactuca
Especie: Sativa L.

4.2.2 Composicidn y usos

Actualmente, la lechuga constituye un ingrediente basico en la mayor parte de las ensaladas
y también en las dietas bajas en calorias. Sus hojas presentan variantes novedosas cuya
forma recortada o tintes rojizos son apetecidos para dar realce a ciertos platos (Andrade y
col., 2005). De hecho, existe una gran diversidad dada principalmente por los diferentes
tipos de hojas y habitos de crecimiento de las plantas. Esto llevdo a la distincion de
variedades botédnicas en la especie, existiendo varias que son importantes como cultivo
horticola en distintas regiones del mundo (Anoénimo, 2006). En México se conocen
variedades como la lechuga romana, francesa, italiana, sangria y orejona principalmente,
aunque existen otros tipos muy exclusivos y sus precios flucthan, a veces
considerablemente, de acuerdo con el lugar, la época del afio y el método de produccion.
Por otra parte, las hortalizas de hoja deben consumirse o prepararse tan pronto sea posible
después de ser cosechadas, pues pierden la humedad ripidamente y se marchitan,
volviéndose poco atractivas (Catsberg y Kempen-Van Dommelen, 1990). Desde el punto
de vista nutricional, es importante que la lechuga se consuma cruda a fin de garantizar su
aporte promedio de vitamina A (300 UI) y de minerales como calcio (3 mg), hierro (1.5

mg), magnesio (7 mg), fosforo (25 mg) y potasio (100 mg), por cada 100 g de producto
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consumido (Quintero y col., 2000). La composicidén nutritiva que se presenta en la Tabla
4.2 no permite senalar otros factores que se destaquen en comparacion con otras hortalizas,

con excepcion del contenido de vitamina A, bastante variable entre tipos.

Tabla 4.2 Composicion nutritiva de 100 g de parte comestible de tres tipos de lechuga (Anénimo, 2006)

Componente Lechuga italiana | Lechuga francesa | Lechuga romana
Agua (%) 96.00 96.00 94.00
Carbohidratos (g) 2.04 1.20 2.10
Proteinas (g) 0.93 1.20 1.60
Lipidos (g) 0.16 0.20 0.20
Calcio (mg) 18.92 40.00 68.00
Fosforo (mg) 20.04 31.00 45.00
Hierro (mg) 0.50 1.10 1.10
Potasio (mg) 158.07 270.00 400.17
Sodio (mg) 9.09 10.00 9.00
Vitamina A (UI) 330.24 1200.00 2600.00
Tiamina (mg) 0.05 0.07 0.10
Riboflavina (mg) 0.03 0.07 0.10
Niacina (mg) 0.19 0.20 NR
Acido ascérbico (mg) 3.90 9.00 24.00
Valor energético (cal) 13.00 15.00 NR

NR: No reportado

4.2.3 Cosecha y almacenamiento

Las hojas y parte del tallo constituyen el 6rgano de consumo de la lechuga, es decir, se
utiliza la parte aérea completa de la planta, de tamafo maximo y cabeza compacta en
variedades que la forman, pero antes que se inicie la elongacion del tallo floral o que las
hojas se tornen amarillas (Anénimo, 2006). Por consiguiente, después del periodo de
siembra, la lechuga se cosecha cortando toda la planta a ras del suelo con un cuchillo,
haciendo un corte limpio y final en el mismo campo para no llevar hojarasca innecesaria.
En cuanto a su cuidado, se recomiendan temperaturas de almacenamiento de 0-5 °C con 90-
95% de humedad relativa, pues estas condiciones tienen un efecto determinante en la
reduccion de la respiracion y transpiracion de la planta, lo cual garantiza el mantenimiento
de la calidad durante tres semanas en lechuga de cabeza y dos semanas en lechuga de hojas

(Quintero y col., 2000).
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4.3 Metodologia general
4.3.1 Equipos y reactivos
Los equipos y los reactivos empleados durante el desarrollo experimental de esta

investigacion se presentan en las Tablas 4.3 y 4.4.

Tabla 4.3 Equipos empleados

Equipos Especificaciones
Termobalanza OHAUS; Mod. MB200, capacidad: 200 g.
Liofilizadora Labconco; Mod. Freezone 4.5. P=133x10°mBAR, T=-40°C
Horno Precision Scientific; Mod. 100A. T: 0-260°C
Mufla Furnace; Mod. 4800. T: 0-1200°C

Equipo de purificacion de agua

Modulab Analytical; Mod. LBPUO 1002

Sonicador

Bransonic S.A.; Mod. Branson-3210. 0-60

Balanza analitica

Mettler Toledo; Mod. AG-245. 0-200 g.

Rotoevaporador

Biichi; Mod. 461. T: 30-100°C, 0-230 rpm

Refrigerador

Whirlpool; Mod. EVI50N*W*0O

Cromatdgrafo de gases con detector
de masas

CG: Fissons, Mod. GC 8000 series,
EM: Carlo Erba, Mod. MD 800

Columna cromatografica capilar

Zebron, DB-5: (30 m; 0.25 mm d.i., 0.25 um espesor de pelicula)

Tabla 4.4 Reactivos empleados

Reactivos

Especificaciones

Jabon extran Hyclin-Plus

Hycel de México, S.A. de C.V.

Agua desionizada

Grado HPLC, tomada del equipo de purificacion de agua

Gel de silice para cromatografia

Merck, tamafio de particula: 0.063-0.200 mm

Alumina (Al,O;) para cromatografia

Merck, tamafio de particula: 0.063-0.200 mm

Sulfato de sodio anhidro (Na,SO,)

J.T. Baker, pureza: 100%

Aire comprimido extraseco

Infra, S.A.de C.V.

Helio grado cromatografico

Infra, S.A. de C.V.; pureza: 99.998%

Diclorometano Fisher Scientific, grado cromatografico; pureza: 99.9%
Hexano Fisher Scientific, grado HPLC; pureza: 99.9%
Acetona J.T. Baker, grado reactivo; pureza: 99.7%

Estandares: fenantreno”, fluoranteno®,

pireno®, criseno® y benzo[a]pireno®

Sigma—Aldrich; pureza = A: 99.5%, B: 98%, C: 97% contenidos
en frascos individuales.
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4.3.2 Tratamiento de la muestra

4.3.2.1 Obtencion

En el area de estudio se produce mayoritariamente lechuga de las siguientes variedades:
italiana, sangria, francesa y orejona. Especificamente, el terreno donde se extrajeron las
muestras tiene una superficie de 5000 m* en forma rectangular (250 m de largo por 20 m de
ancho) y se encuentra rodeado, en tres de sus lados, por los canales de riego caracteristicos
de esta zona chinampera. Cerca de tres cuartas partes de la extension total del terreno se
encuentran cultivadas con las variedades italiana y sangria en partes iguales, el resto se
encuentra sembrado con las variedades francesa y orejona.

Con base en la encuesta realizada por Chavez (2003), en donde la lechuga es consumida
por el 30% de los encuestados, y tomando en cuenta que las variedades italiana y sangria
son las mas abundantes en el lugar, se adquirieron las muestras de ambas seleccionando los
mejores ejemplares de cinco puntos diferentes (los cuatro extremos y el centro). Una vez
escogidas, las lechugas —de un mes y medio de ser plantadas— fueron cortadas enteras por
el tallo e introducidas individualmente en bolsas de plastico, para finalmente ser colocadas
dentro de una hielera con el proposito de que se conserven en buen estado durante su
traslado hacia los Laboratorios de Ingenieria Quimica Ambiental y de Quimica Ambiental
(LIQA y QA) de la Facultad de Quimica de la UNAM, donde se llevd a cabo la
investigacion. Ahi las muestras se mantuvieron en refrigeracion para ser tratadas al dia

siguiente.

4.3.2.2 Determinacion del contenido de humedad

La determinacion de humedad se basa en la pérdida de masa por temperatura. Se colocan 3
g de la muestra fresca (por duplicado) en pesafiltros previamente pesados, y puestos a masa
constante. La muestra se seca dentro de una termobalanza (OHAUS) a 110°C hasta que la
masa no presente variaciones por un lapso de 10 minutos. El porcentaje de humedad se

calcula con la Ecuacion 4.1:

masa inicial — masa final y
masa de la muestra

% de humedad = 100 ... 4.1)
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4.3.2.3 Molienda y homogeneizado

La lechuga debe consumirse o prepararse tan pronto sea posible después de ser cosechada,
pues sus hojas pierden humedad rapidamente y se marchitan, lo que reduce la calidad del
producto. Con base en esta premisa, se procedio a dividir a las lechugas en dos lotes: el de
las lechugas italianas y el de las lechugas sangrias. Puesto que en la mayor parte de la
literatura consultada se omite el lavado de las hojas para asi evaluar la deposicién
atmosférica total, en el presente trabajo también se decidid omitir este paso. Por
consiguiente, cada pieza de lechuga fue deshojada y limpiada manualmente sin agua,
retirando las partes malas y las impurezas visibles. Una vez limpias, las hojas se picaron
finamente por medio de una picadora eléctrica perfectamente limpia, obteniendo una sola

muestra homogénea para cada lote.

4.3.2.4 Liofilizacion

La deshidratacion mediante el proceso de liofilizacion permite que las muestras de lechuga
puedan ser almacenadas durante el tiempo requerido para realizar la siguiente fase del
experimento; asimismo, son conservadas la mayoria de las propiedades fisicas, quimicas,
bioldgicas y sensoriales de su estado fresco.

Después de que han sido perfectamente picadas, y dado el estado en que se encuentran las
lechugas, es necesario actuar con rapidez para que las muestras permanezcan en
condiciones adecuadas. Por lo tanto, se procede a efectuar el proceso de liofilizacion, que
en este caso consiste en empacar las muestras en los frascos propios del equipo, teniendo
cuidado de distribuirlas por todas las paredes del recipiente. Los frascos se tapan
perfectamente y se congelan a —20°C durante 72 horas como lo requiere el equipo. Si es
necesario, se puede usar nitrogeno liquido a fin de hacer el proceso mas eficiente. Por
ultimo, los frascos congelados se colocan en la liofilizadora previamente acondicionada y
se inicia el vacio hasta que el equipo se estabilice, permaneciendo la muestra de 36 a 48
horas seglin la matriz y el sistema empleado. A continuacion, en la Tabla 4.5, se enlistan las

condiciones de operacion de la liofilizadora (Labconco) utilizada en este trabajo.
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4.3.2.5 Almacenamiento
El producto liofilizado tiene la apariencia de una hierba seca, muy ligera, y no necesita
molerse nuevamente. Este material se transfiere a frascos dmbar de vidrio y se almacena a

menos 10°C para su posterior andlisis y cuantificacion.

Tabla 4.5 Condiciones de operacién dptimas para deshidratar las muestras de lechuga

Liofilizadora Labconco

Temperatura: -40°C
Presion: -5 atm

Tiempo aproximado: 36 h

4.3.3 Desarrollo experimental

4.3.3.1 Extraccion de los HAP en las muestras

La extraccion por Soxhlet es un método ampliamente recomendado por la EPA y por otros
organismos internacionales relacionados con la proteccion del medio ambiente, pues estd
demostrada su eficiencia para obtener COS provenientes de matrices ambientales solidas.
Para el presente estudio, la técnica de extraccion se basa en las recomendaciones del
método EPA-3540C (EPA, 1996a), en donde 5 g de las muestras de lechuga liofilizadas se
mezclan con una cantidad igual de Na,SO4 anhidro y se introducen en los cartuchos para
extraccion. Enseguida, cada cartucho es colocado en el interior de la cdmara de extraccion
del aparato, donde se conecta un matraz que contiene 250 mL de DCM grado
cromatografico, asi como el refrigerante. El solvente se calienta cuidadosamente usando
una mantilla de calentamiento y la muestra es mantenida bajo reflujo durante 8 horas. Los
extractos obtenidos son concentrados en un evaporador rotatorio al vacio de laboratorio
Biichi hasta un volumen de 3 mL y se almacenan en viales color &mbar bajo refrigeracion a

—10°C, para ser tratados posteriormente.

4.3.3.2 Limpieza y fraccionamiento de los HAP

La técnica para efectuar la limpieza y el fraccionamiento de los extractos se basa en el
método UNEP-7, en donde se usan simultineamente dos adsorbentes polares: gel de silice y
alumina, de acuerdo con las recomendaciones del método EPA-3600C (EPA, 1996b).

A fin de aislar a los HAP, se emplearon columnas cromatograficas de vidrio de 30 cm de

largo por 2 cm de diametro interno. El procedimiento consiste en colocar un pequefio tapon
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de lana de vidrio en el fondo de cada columna con el objeto de empacar los adsorbentes.
Posteriormente se agregan 10 g de alimina, primero; y después 10 g de gel de silice
(activados a 200°C durante 8 horas y parcialmente desactivados con agua ultrapurificada al
5% p/p) con ayuda de un vaso de precipitado de 250 mL, empleando como eluyente hexano
cromatografico. Aunque el método UNEP-7 indica 4 g de cada adsorbente, es razonable
usar alrededor de 10 g de adsorbente en funcion del grado de impurezas que pueda
presentar la muestra, como en este caso. Por ultimo, se adiciona 1 g de Na,SO4 anhidro
para eliminar la humedad residual proveniente de las muestras.

Una vez transferido el extracto concentrado, la elucion de la fraccion alifatica se lleva a
cabo usando 20 mL de hexano (fraccion 1). La fraccion 2, en donde se encuentran los
hidrocarburos aromaticos, se obtiene eluyendo una mezcla de hexano:DCM en diferentes
proporciones: 30 mL de una mezcla de hexano:DCM 9:1 + 20 mL de una mezcla de
hexano:DCM 1:1. Finalmente, para la Gltima parte de esta fraccion se utilizan otros 20 mL
de DCM a fin de aumentar la polaridad. Las fracciones obtenidas se concentran en un
“rotavapor” o “rotoevaporador” (como se conoce al evaporador rotatorio al vacio de
laboratorio) hasta tener un volumen de 3 mL, y se almacenan en viales color ambar bajo

refrigeracion a —10°C para su posterior analisis por CG/EM.

4.3.3.3 Analisis de HAP por CG/EM

Para la identificacion y cuantificaciéon de los HAP en estudio, se utiliz6 un equipo de
cromatografia de gases acoplado a un espectrometro de masas (CG: Fissons, EM: Carlo
Erba). Los compuestos fueron analizados en el modo “splitless” (sin dividir) con una
temperatura en el inyector de 220°C. Se empled una columna capilar tipo DB-5 (5% difenil
y 95% dimetil polisiloxano, lo que le confiere una baja polaridad) de 30 m de longitud, 0.25
mm de didmetro interno y 0.25 um de espesor de pelicula. El cromatografo se operd con
una rampa de temperatura que se muestra en la Tabla 4.6, la cual permiti6 una mejor
separacion de los componentes. El detector de masas se operd en el modo SSI (SIM por sus
siglas en inglés) a fin de tener una mayor sensibilidad, y las condiciones de operacion se

indican en la Tabla 4.7.
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Tabla 4.6 Rampa de temperatura en el cromatdgrafo de gases

Temperatura del horno (°C) | Velocidad (°C/min) Tiempo (min)
90 8 11.0
180 5 24.0
245 3 51.0
300 --- 57.0

Tabla 4.7 Condiciones de operacion en el espectrometro de masas

Emision 500
Temperatura de la fuente 200°C
Temperatura de la interfase 250°C
Presion de analisis -4 psi

Modo de operacion SSI
Tiempo de analisis 45 min

4.3.3.4 Identificacion
Los HAP se identifican al comparar los tiempos de retencion de los estandares con las
muestras. Adicionalmente, para confirmar las observaciones, es necesario determinar los

iones moleculares correspondientes a cada pico en el cromatograma.

4.3.3.5 Cuantificacion

Para la cuantificacion de los HAP se utilizo la técnica de estandar externo, en donde se

elabord una curva de calibracion inyectando por triplicado una mezcla de los analitos en

estudio a diez diferentes concentraciones (de 0.5 a 5 ppm). Con las areas bajo la curva

obtenidas para cada concentracion, se hace un tratamiento de regresion lineal mediante el

cual se comprueba la calidad de la linea recta que justifica la linealidad del método para

cada compuesto, indicado por el coeficiente de correlacion. Del mismo modo, se obtienen

los valores de pendiente y ordenada al origen de la recta que sirven para calcular la

concentracion de los HAP identificados en las muestras, a partir de la Ecuacion 4.2:
y=mx+b ... 4.2)

donde:

y = area bajo la curva

m = pendiente de la recta
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X = concentracion de la muestra

b = ordenada al origen

4.3.3.6 Precision

Para evaluar la precision, en términos de repetibilidad, se inyectd cinco veces una mezcla
estindar de concentracion conocida (2.5 ppm) al sistema de CG/EM. El grado de
concordancia entre los resultados individuales se expresa en términos del coeficiente de
variacion (CV), el cual indica qué tan desviados estan los resultados respecto del valor

promedio. Para que un andlisis por CG sea adecuado, CV < 5.0%.

4.3.3.7 Limite de deteccion

El limite de deteccion del equipo para la mezcla estdndar de los cinco HAP fue
determinado inyectando soluciones cada vez més diluidas de la misma hasta que el detector
de masas fuera capaz de presentar alguna sefial. La concentracion limite se consideré6 como

aquella en la que el pico de cada compuesto aparecia pero no se podia integrar.

4.3.3.8 Determinacion de los porcentajes de recobro o recuperacion

Un punto importante en todo método analitico que pretenda identificar y cuantificar
compuestos inmersos en alguna matriz, es el que se refiere a la extraccion del analito, asi
como a su limpieza y fraccionamiento. Por consiguiente, antes del analisis final de las
muestras, se requieren determinar las pérdidas de los analitos durante todo el proceso, tanto
en los adsorbentes como en la matriz de prueba. Los datos producidos constituyen la base
en la cual se sustentan los resultados definitivos derivados del método analitico en cuestion.
Para determinar el porcentaje de recobro de los compuestos en los adsorbentes, se preparo,
por duplicado, una mezcla con los estandares a una concentracion conocida (3 ppm), la cual
se adicion6 sobre el cartucho de celulosa (placebo adicionado) y se siguio el procedimiento
de extraccion y limpieza establecidos. La recuperacion para cada compuesto se determiné a
través del analisis por CG/EM.

De igual forma, el porcentaje de recobro tanto en la muestra de lechuga italiana como en la
de lechuga sangria se hizo contaminando estas matrices, por triplicado, con una solucion de

concentracion conocida (3 ppm) de una mezcla de los estdndares correspondientes a los
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compuestos en estudio. Posteriormente, los HAP se extrajeron y cuantificaron por medio de

la metodologia antes citada.

4.4 Analisis de varianza
Como su nombre lo indica, la técnica de analisis de varianza consiste en identificar las
variables independientes importantes en un estudio y asi determinar cémo afectan a la
respuesta (Wackerly y col.,, 2002). El supuesto fundamental en que se basan los
procedimientos de prueba y estimacion para el analisis de varianza es el siguiente: “La
variacion total de un nimero de datos es igual a la variacion entre grupos mas la variacion
dentro de los grupos. La variacion dentro de los grupos son variaciones al azar”
(Montgomery, 1991). Al igual que en las pruebas de hipdtesis para estimar la diferencia
entre dos medias, en esta técnica estadistica se efectia un andlisis simple de varianza para
comprobar la hipdtesis segun la cual dos 0 méas muestras (seleccionadas al azar y con una
varianza comun) son iguales. Finalmente, el tratamiento matematico que se aplica a los
datos iniciales mediante las formulas del Anexo B, da origen a una prueba F para comparar
dos medias; y ésta, a su vez, equivale a una prueba t para dos muestras pequefias (Wackerly
y col., 2002).
Puesto que no se obtuvo ningun resultado en los analisis de las muestras, se decidio realizar
un analisis de varianza para cada compuesto con el fin de determinar si existe diferencia
entre la cantidad de analito recuperado (porcentaje de recobro) y el tipo de lechuga
muestreada. Para tal efecto, se establecen las siguientes hipotesis:
Hipotesis nula Ho: prs = g

Hipotesis alterna Hj: ps # ppg
donde:
urs = media aritmética del porcentaje de recobro en lechuga sangria
ur = media aritmética del porcentaje de recobro en lechuga italiana
Entonces se procede a efectuar las pruebas confrontando F calculada (F.) con F de tablas
(Fy) bajo el siguiente criterio:
e SiF, <F;= Hp se acepta, lo que significa que no hay suficiente evidencia que indique

una diferencia entre las medias.
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e Si F. > F, = Hp se rechaza y H; se acepta, es decir, hay suficiente evidencia para
concluir que existe diferencia entre las medias.
En la Figura 4.3 se describe la secuencia de pasos a seguir para llevar a cabo el tratamiento

para la conservacion de las muestras previas al analisis.

( INICIO )

A\ 4

Seleccion  de

las lechugas Empaque de las

muestras en los
vasos para
liofilizacion

\ 4

Obtencion de
las muestras

A 4

Congelado de los vasos
a —20°C durante 72
horas (se puede usar
Determinacion nitrégeno liquido)
del contenido de
humedad

A 4

A 4

Liofilizacion de
las muestras
(36-48 horas)

A 4

Retiro manualmente (sin
agua) de las partes malas
y las impurezas visibles
en cada hoja de lechuga

A 4

Transferencia del
material seco a frascos
ambar de vidrio

\ 4

Picado fino de
las muestras

FIN
Figura 4.3 Tratamiento de la muestra
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Por su parte, en la Figura 4.4 se presenta la metodologia propuesta para el desarrollo

experimental de este trabajo.

( INICIO )
A 4 b
Mezclado de 5 g

de material vegetal
+ 5 g de Na,SO,

anhidro
v
Fraccion 1 | Elucion con 20
(desecho) [~ mL de hexano
v
Extraccion por Soxhlet
con 250 mL de DCM | Placebos y
por 8 horas (Método [* muestras \
EPA-3540C) adicionadas Elucién con gradiente de polaridad:
a) 30 mL de hexano:DCM 9:1

b) 20 mL de hexano:DCM 1:1
¢) 20 mL de DCM

A 4

Rotoevaporacion hasta un
volumen de 3 mL

A 4

Fraccion 2

A 4

Limpieza y fraccionamiento por
cromatografia en columna: 10 g de alimina
+ 10 g de gel de silice + 1 g de Na,SO,
anhidro (Métodos UNEP-7, EPA-3600C)

A 4

Rotoevaporacion hasta un
volumen de 3 mL

Precision, limites de A4
deteccion y curvas de »| Analisis por CG/EM
calibracion

A 4

FIN

Figura 4.4 Desarrollo experimental
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CAPITULO 5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Contenido de humedad

Debido a que las muestras de lechuga no fueron sometidas a ningun tipo de procesamiento
previo a la realizacion de este trabajo, se decidié omitir las pruebas correspondientes a la
caracterizacion quimica de dichas muestras, pues existen numerosas tablas donde es posible
encontrar los valores correspondientes al contenido total de cenizas, grasa y proteina en
practicamente todas las hortalizas crudas (ver Tablas 2.3y 4.2).

Una ventaja importante es que el bajo contenido de grasa en las muestras permite prescindir
de un tratamiento de saponificacion, pues a estos niveles (~200 mg/100 g de lechuga), las
grasas son eliminadas en la primera fraccion del proceso de limpieza y las interferencias
por este tipo de sustancias son minimas (Speer y col., 1990). Por otro lado, es importante
saber el contenido de humedad para conocer el estado en que se encuentran las lechugas, ya
que esto puede representar una variable adicional para el desarrollo de este trabajo.
Ademas, éste es un dato que debe tomarse en cuenta para darles un adecuado tratamiento de
secado a las muestras, ya que el analisis de HAP sdlo es eficiente en ausencia de humedad.
En la Tabla 5.1 se observan los valores experimentales del contenido de humedad en ambos
tipos de lechuga determinados en una termobalanza y también se incluyen los datos
encontrados en la literatura a modo de comparacién. Como se puede ver, todos los valores
son practicamente iguales, es decir, no se aprecia una diferencia notable en el contenido de

humedad de los distintos tipos de lechuga.

Tabla 5.1 Porcentaje de humedad en los diferentes tipos de lechuga fresca

Res_ultados Valores reportados en la literatura
experimentales
Tipo L.sangria | L.italiana | L.orejona | L.romana | L.italiana | L. francesa | L.romana
Humedad
92.9°0%% | 93,6014 95.0 96.0 96.0 96.0 94.0
(%)
Fuente Mufioz y Ledesma, 2003 Anénimo, 2006

5.2 Precision y limites de deteccion del sistema cromatografico
Los CV obtenidos al inyectar una mezcla estandar de los cinco HAP a una concentracion de

2.5 ppm se presentan en la Tabla 5.2. Se observa que con excepcion del benzo[a]pireno,
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todos los CV se encuentran entre 2.0 y 4.0%, indicando que el sistema es preciso para los
compuestos en estudio. Sin embargo, debido a que el benzo[a]pireno se encuentra muy
cerca de su limite de deteccion, éste presenta una mayor variacion (CV=6.34%), por lo que
en este caso no se cumple con el criterio de precision requerido para este compuesto en
particular. Por lo tanto, el sistema cromatografico permite obtener resultados reproducibles
para fenantreno, fluoranteno, pireno y criseno en el rango de concentraciones de este

trabajo.

Tabla 5.2 Precision del sistema cromatografico

Compuesto CV (%)
Fenantreno 2.23
Fluoranteno 2.78
Pireno 211
Criseno 3.66
Benzo[a]pireno 6.34

CV =S/X(100)

* Valores relativos a los datos de area

Por otra parte, los limites de deteccidn se determinaron inyectando soluciones cada vez mas
diluidas de la mezcla estandar de HAP. Las concentraciones limite para cada compuesto se
presentan en la Tabla 5.3. Puesto que el nivel de ruido aumenta conforme disminuye la
concentracion de la mezcla estandar, la concentracion limite se consider6 aquella en la que

el pico del analito aparece pero no se puede integrar.

Tabla 5.3 Limites de deteccion para los HAP en estudio

Compuesto Limites de deteccion (ppm)
Fenantreno <0.3
Fluoranteno <0.3
Pireno <03
Criseno 0.5
Benzo[a]pireno 15

Como se puede ver, los altos valores de limite de deteccion impiden el analisis de los
compuestos de interés a los niveles traza que son requeridos. No obstante, se intent6
disminuir la intensidad del ruido modificando las condiciones de operacion del detector de

masas, sin obtener un resultado mas favorable.
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Cabe mencionar que cada compuesto presenta un factor de respuesta diferente en el
detector de masas. Esto explica la variabilidad de la intensidad de cada pico a una misma
concentracion y, por ende, los distintos valores del limite de deteccion para cada
compuesto, siendo el del benzo[a]pireno y el del criseno de 1.5y 0.5 ppm respectivamente,
a las condiciones de operacion del equipo.

5.3 Curvas de calibracion de los estandares de HAP

Debido a que los niveles esperados de HAP en las lechugas son muy pequefios Y,
considerando los altos valores de limite de deteccidn para cada compuesto, se realiz6 una
curva de calibracion inyectando, por triplicado, una mezcla estandar de los analitos en
estudio a diez diferentes concentraciones (de 0.5 a 5 ppm). Las curvas se construyen
relacionando el area de cada compuesto (en el eje de las ordenadas) con su respectiva
concentracion (en el eje de las abcisas). Finalmente, mediante un tratamiento de regresién
lineal se determina la linea recta que mejor se ajusta a la secuencia de puntos, obteniéndose
los valores de pendiente y de ordenada al origen, asi como los coeficientes de correlacion
que para un caso ideal deben ser igual a 1. Los coeficientes de correlacion (r?) para los HAP
analizados se encuentran entre 0.9920-0.9969, demostrdndose asi una respuesta lineal del
detector para fenantreno, fluoranteno, pireno y criseno; sin embargo, el benzo[a]pireno,
aunque también con una tendencia lineal, presenta una mayor dispersion de sus puntos
indicado por un r?=0.9316, lo cual significa que en el rango de concentracién determinado
(1.5-5 ppm), este compuesto se comporta de forma irregular. Los resultados de la
calibracién de cada uno de los HAP se muestran en la Tabla 5.4 y el conjunto de datos y

gréficas de calibracion se presentan en el Anexo C.

Tabla 5.4 Datos de la curva de calibracion de los estandares de HAP

Compuesto r’ m b
Fenantreno 0.9956 232659.828 29010.000
Fluoranteno 0.9969 290316.095 -21882.400
Pireno 0.9935 208124.497 142989.933
Criseno 0.9920 194608.572 39960.867
Benzo[a]pireno 0.9316 172058.051 -208078.939

r*: Coeficiente de correlacién; m: Pendiente de la recta; b: Ordenada al origen
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5.4 Cromatogramas y espectros de masas de los estandares y de las muestras de
lechuga

El uso de un sistema acoplado de CG/EM representa una ventaja respecto al uso de otros
detectores, ya que con estos solo se confirma la identidad de los picos segun sus tiempos de
retencion. Se sabe que los sistemas de anillos fusionados, como los HAP, tienen poca
tendencia a fragmentarse debido a que la aromaticidad de las estructuras ciclicas le
confieren una gran estabilidad a estas moléculas. Por esta razon, el espectro de masas es
dominado por el pico del ion molecular (Watson, 1997). En la Tabla 5.5 se presentan los
tiempos de retencion y los iones moleculares correspondientes a cada uno de los HAP a las

condiciones de operacion establecidas.

Tabla 5.5 Tiempos de retencion (t;) e iones moleculares (m/z) de los HAP analizados por CG/EM

Compuesto MM t, (min)” m/z
Fenantreno 178 17 4440028 178
Fluoranteno 202 22.781*00% 202
Pireno 202 23.7950.033 202
Criseno 228 30.556004 228
Benzo[a]pireno 252 38.953°005 252

MM: Masa molecular
* Es el promedio de cuatro determinaciones

En la Figura 5.1 se aprecia el cromatograma correspondiente a una mezcla estandar con los
cinco HAP en estudio a una concentracion de 10 ppm, y los tiempos de retencion obtenidos
para cada uno de ellos. Se observa que los tiempos de retencion se incrementan conforme
aumenta la masa molecular de los HAP. Asimismo, los cromatogramas de las muestras de
lechuga adicionadas con la mezcla estdndar a una concentracion de 5 ppm se aprecian en
las Figuras 5.2 y 5.3 correspondientes a lechuga sangria y lechuga italiana respectivamente.
En ellos se observa un mayor nivel de ruido presumiblemente originado por las
interferencias co-extraidas, es decir, compuestos propios de la muestra que no fueron
eliminados durante la fase de limpieza. Sus espectros de masas, en donde se confirma la
presencia de estos compuestos, se muestran en las Figuras 5.4 a 5.8.

Finalmente, los cromatogramas y los espectros de masas correspondientes a cada uno de los

estandares y a las muestras se exponen en el Anexo D.
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mezcla 5 HAPs

Acquired on 07-Oct-2004 at 13:44:1
SIR of 5 Channels El+
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PHE, fenantreno; FLU, fluoranteno; PYR, pireno; CHR, criseno; BaP, benzo[a]pireno.
Figura 5.1 Cromatograma de una mezcla de cinco estandares
Sample ID: L.Sangria Adicionada Acquired on 07-Oct-2004 at 20:33:4
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Figura 5.2 Cromatograma de una muestra de L. sangria adicionada con cinco estandares
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Figura 5.3 Cromatograma de una muestra de L. italiana adicionada con cinco estandares



SIR of 5 Channels El

212 1611 (17.440) FENANTRENO
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Figura 5.4 Espectro de masas del fenantreno identificado en la mezcla de cinco estandares

z12 2251 (22.779) FLUORANTENO SIR of 5 Channels EI

100 — 202.0 1.14e5
%]
228.0 252.0
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Figura 5.5 Espectro de masas del fluoranteno identificado en la mezcla de cinco estandares

z12 2373 (23.796) PIRENO SIR of 5 Channels EI

100 — 202.0 1.08e5
%
228.0 252.0
° T T T T m/iz
180 185 190 195 200 205 210 215 220 225 230 235 240 245 250

Figura 5.6 Espectro de masas del pireno identificado en la mezcla de cinco estandares
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Z12 3183 (30.554) CRISENO SIR of 5 Channels EI
7.05e

100 — 228.0 ose4

202.0
252.0

Figura 5.7 Espectro de masas del criseno identificado en la mezcla de cinco estandares

z12 4187 (38.930) BENZO[A]PIRENO SIR of 5 Channels EI
100 — 2%

178.0 202.0 228.0

Figura 5.8 Espectro de masas del benzo[a]pireno identificado en la mezcla de cinco estandares

5.5 Recuperacion de los HAP de la columna cromatografica y de las muestras de
lechuga

Para este estudio se hicieron dos experimentos: el primero, por duplicado, consistié en
pasar por la columna un volumen de la mezcla de estandares de concentracion conocida,
eluyéndola conforme a lo descrito en el método UNEP-7. El segundo experimento, por
triplicado, consistio en contaminar las dos muestras con una cantidad conocida de
estandares, para posteriormente ser tratadas de acuerdo con lo descrito en los métodos
EPA-3540C y UNEP-7. Los porcentajes de recuperacion y retencion para cada compuesto,

tanto en los adsorbentes como en las lechugas, se aprecian en las Tablas 5.6, 5.7 y 5.8.
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Tabla 5.6 Estudio de retencion de los HAP por los adsorbentes en la columna

mg/kg mg/kg mg/kg % %
Compuesto adicionados recuperados retenidos Recuperacion Retencién
Fenantreno 5.025 4,051 0.975 80.6129% 19.39
Fluoranteno 5.075 4,202+ 0.874 82,7946 17.21
Pireno 5.000 3.83710042 1.164 76,7308 23.27
Criseno 5.008 451300 0.496 90.12*19%° 9.88
Benzo[a]pireno 5.050 4,283 0.768 84,8031 15.20

Tabla 5.7 Estudio de retencion de los HAP en lechuga sangria

mg/kg mg/kg mg/kg % %
Compuesto adicionados recuperados retenidos Recuperacion Retencion
Fenantreno 5.025 3.922+0.007 1.103 78.05°014 21.95
Fluoranteno 5.075 4.21509%8 0.860 83.05°084 16.95
Pireno 5.000 4.0030%% 0.997 80.050402 19.95
Criseno 5.008 4.17070%%1 0.838 83.28*0610 16.72
Benzo[a]pireno 5.050 4.440701 0.610 87.92+21 12.08

Tabla 5.8 Estudio de retencion de los HAP en lechuga italiana

mg/kg mg/kg mg/kg % %
Compuesto adicionados recuperados retenidos Recuperacion Retencion
Fenantreno 5.025 4.179%00% 0.846 83.169% 16.84
Fluoranteno 5.075 3.991*01% 1.084 78.64724%8 21.36
Pireno 5.000 4.10677 0.894 82.12°1503 17.88
Criseno 5.008 4.38301%8 0.625 875331 12.47
Benzo[a]pireno 5.050 4,527+0088 0.523 89.64°174 10.36

Evidentemente, aunque no de manera clara, se observa un ligero incremento en los
porcentajes de recuperacion conforme aumenta el ndmero de anillos aromaticos que
componen a los HAP, lo cual también se relaciona con la polaridad, pues a mayor numero
de anillos, menor polaridad y, por lo tanto, menor retencion en la columna cromatografica.
En el caso de los adsorbentes, se logra un porcentaje de recuperacion que oscila entre
76.73°83 para el pireno y 90.12°%%% para el criseno. En el caso de las muestras en
estudio, se observa que el porcentaje de recuperacion para la lechuga sangria va de

78.05°%1 para el fenantreno a 87.92**'%'% para el benzo[a]pireno, y para la lechuga
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2488 nara el fluoranteno y 89.6474%% para el

italiana los valores se encuentran entre 78.64
benzo[a]pireno. Si se comparan los valores de porcentaje de recuperacion en la columna y
en ambas muestras de lechuga para cada uno de los HAP, se ve que, en general, los valores
son parecidos, lo que significa que todos los HAP analizados presentan muy poca afinidad
con la lechuga, a razon de su bajo contenido de grasa. En resumen, la extraccion por
Soxhlet y la subsecuente limpieza y fraccionamiento de los HAP en las muestras tienen un

*0-140 5 89.64* %%, por lo que el procedimiento

porcentaje de recuperacion que va de 78.05
es confiable a los niveles de concentracion de este trabajo.

Por otra parte, todos los valores en su conjunto reflejan un porcentaje de retencion que
oscila entre 9.881%° y 23.27*98% |0 cual significa que, ademés de quedar retenidos, una
parte de los compuestos probablemente se pierde en el proceso, como puede ser la
volatilizacién de los compuestos durante la concentracién de los extractos a presion
reducida. También es probable que existan pérdidas dentro del sistema que pueden deberse
a la septa, a algn componente del inyector o a la columna cromatogréafica (procesos de
adsorcion o descomposicion de los analitos dentro del cromatografo), principalmente

(McNair, 1981).

5.6 Analisis de HAP en las muestras de lechuga

El andlisis de HAP en vegetales y hortalizas es un procedimiento complicado que requiere
de materiales especiales (fases estacionarias) para la purificacion efectiva de los extractos y
asi eliminar las interferencias como son los aceites esenciales, las ceras y los pigmentos
vegetales —que incluyen a los carotenos, xantofilas y clorofilas—, los cuales también son
coextraidos, encontrandose, a veces, en mayores cantidades que los compuestos de interés
(Speer y col., 1990; Scheer, 1991). Precisamente, la literatura reporta concentraciones de
HAP detectados en hortalizas que oscilan entre 1 y 100 pug/kg de masa seca (Speer y col.,
1990; Kipopoulou y col., 1999; Phillips, 1999; Bi y col., 2001): a estos niveles (ppb) es
muy importante eliminar la mayor parte de los pigmentos antes del analisis final por
CG/EM, pues se ha visto que éstas son las sustancias que mas afectan en las
determinaciones (Nollet, 1996).

En los cromatogramas obtenidos se aprecia que a pesar de lograr porcentajes de

recuperacion aceptables, la limpieza con gel de silice y alimina no es suficiente para
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eliminar las sustancias no polares coextraidas, lo que dificulta la deteccion de los HAP y
una apropiada integracion de sus picos, sobre todo a concentraciones de 1 y 0.5 ppm.
Debido a lo anterior, es posible inferir que la evaluacion de los recobros de HAP en las
muestras de lechuga tiende a ser poco confiable a medida que disminuye la concentracion.
Relacionado con lo anterior, los cromatogramas de las muestras dejan ver bastante ruido a
lo largo de toda la linea basal, generado por la elevada carga de sustancias extrafias
presentes en los extractos finales. Ello explica la reducida sensibilidad del detector y, por lo
tanto, los altos limites de deteccion que impiden el analisis de los HAP a los niveles traza
en que son requeridos (Helferich y Winter, 2001).

Los resultados en su conjunto, por consiguiente, sefialan la baja efectividad del método
propuesto para aislar los compuestos de las muestras de lechuga, por lo que es necesario
utilizar procesos de purificacion mas eficientes aplicados a los extractos antes del analisis.
La cromatografia de permeacion en gel (CPG) es un procedimiento ampliamente
recomendado para limpiar extractos de muestras vegetales, ya que es capaz de separar
sustancias en funcién de su tamafio molecular y, por su rapidez, es ideal como una técnica
previa a la estimacion del grado de contaminacion por HAP (Nollet, 1996). De hecho,
varios autores reportan su uso (junto con la cromatografia de adsorcién) en el analisis tanto
de hortalizas como de muestras vegetales en general (Speer y col., 1990; Howsam y col.,
2000; Bi y col., 2001; Mdller y col., 2001; Hwang y col., 2003). Adicionalmente, con el
objeto de detectar las bajas concentraciones de HAP (ppb), se propone usar un método de
extraccion mediante el cual se puedan manejar grandes tamafios de muestra (Nollet, 1996).
Un ejemplo es la extraccion del material por contacto directo con el disolvente, seguido de
una o varias particiones liquido-liquido con el fin de ir separando a los compuestos de
interés (Ignesti y col., 1992; Bi y col., 2001). Otra alternativa rapida y facil de llevar a cabo
es la extraccion por sonicacion, la cual asegura el contacto intimo de la matriz con el
solvente de extraccién. Con esta técnica pueden tratarse, tanto muestras grandes como
pequerias, dependiendo de la concentracion de los analitos.

A través de la metodologia desarrollada en esta investigacion se logran porcentajes
aceptables se recuperacién de los analitos de interés a niveles de 3 a 5 ppm. Dicha técnica
puede ser mejorada al escalar las cantidades de muestra para analizar, de manera que se

logre aproximar la concentracion de los analitos a los de este trabajo. Sin embargo, seria
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conveniente enfocar subsiguientes investigaciones a la limpieza y purificacion de los
extractos a partir de matrices vegetales, reduciendo asi el nivel de interferencias presentes y
de esta manera permitir un analisis eficiente en el rango de concentraciones encontradas en

este trabajo o incluso menores.

5.7 Comparacion de los porcentajes de recuperacion en las muestras de lechuga
mediante analisis de varianza

Puesto que no se obtuvo ningln resultado en los andlisis de las muestras, y dada la
importancia de determinar a los HAP en las hortalizas y demas productos alimentarios, se
decidié hacer una prueba de analisis de varianza a fin de comparar los porcentajes de
recuperacion para cada uno de los compuestos en estudio segun el tipo de lechuga. En la
Tabla 5.9 se presentan los porcentajes de recuperacion promedio para ambas muestras de
lechuga. Al compararlos se puede ver que los valores son distintos para cada compuesto; no

obstante, la disparidad de sus desviaciones estandar podria indicar lo contrario.

Tabla 5.9 Porcentajes de recuperacion promedio en ambas muestras de lechuga

Compuesto Lechuga sangria Lechuga italiana
Fenantreno 78.050-140 83161905
Fluoranteno 83.05%0849 78.64+2:468
Pireno 80.050402 gD 19+1503
Criseno §3.28+0-610 g7 53+3155
Benzo[a]pireno 87.9242127 89 4*L749

Los resultados obtenidos del andlisis de varianza para cada compuesto se presentan en la
Tabla 5.10; y en la Tabla 5.11 se comparan los valores de F; y F; para cada uno de los
compuestos. En todos los casos, F: al 0.05 de nivel de significancia (o) es igual a 7.71.
Asimismo, al 0.01 de «, F; es igual a 21.20.

Los resultados de la prueba de andlisis de varianza indican que en el caso del pireno,
criseno y benzo[a]pireno, no hay suficiente evidencia que sefiale una diferencia entre los
porcentajes de recuperacién en ambos tipos de lechuga. En cambio, el fenantreno se
recupera en mayor cantidad en lechuga italiana que en lechuga sangria, ya que cuando se
rechaza Ho, significa que hay suficiente evidencia para decir que existe diferencia entre los

valores de recuperacion para ambos tipos de lechuga.
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Tabla 5.10 Resultados del analisis de varianza para comparar los porcentajes de recuperacion de los
HAP estudiados en las muestras de lechuga

Compuesto Fuente de Grados de Suma de Cuadrados F calculada
variacion libertad (g.1) Cuadrados (SC)  medios (CM) (Fo)
Tratamientos 1 39.118 39.118
Fenantreno Error 4 7.299 1.825 2143
Total 5 46.417 Ft = F14005 =7.71; F14001 =21.20
Tratamientos 1 29.173 29.173
Fluoranteno Error 4 13.622 3.406 8.57
Total 5 42.795 Ft = F14005 =7.71; F14001 =21.20
Tratamientos 1 6.407 6.407
Pireno Error 4 4841 1.210 >:30
Total 5 11.248 Ft= F14005 =7.71; F14001 =21.20
Tratamientos 1 27.094 27.094
Criseno Error 4 20.653 5.163 >25
Total 5 47.747 Fi=> F14005 =7.71; F14001 =21.20
Tratamientos 1 4.455 4.455
Benzo[a]pireno Error 4 15.165 3.791 118
Total 5 19.62 Ft = Fi4005 =7.71; F14001 =21.20

Fi: F de tablas

Tabla 5.11 Comparacion entre el valor de F calculada (F.) y el valor de F de tablas (F;) para la
recuperacion de los compuestos en estudio

Compuesto Nivel de significancia (o) F.vs F Criterio
0.05 >
Fenantreno 001 3 Hy se rechaza; H; se acepta
0.05 > Hy se rechaza; H; se acepta
Fluoranteno 0.01 < H, se acepta
0.05 <
Pireno X < Hy se acepta
0.05 <
Criseno 001 z H, se acepta
0.05 <
Benzo[a]pireno 001 z H, se acepta

Ho: Hipdtesis nula; H;: Hipdtesis alterna
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Finalmente, para el caso del fluoranteno, Hy se rechaza cuando o=0.05; y por el contrario,
cuando a=0.01 se ve que Ho se acepta, puesto que a este valor de a, la prueba es menos
rigurosa.

Ahora bien, a pesar de que los resultados del anélisis de varianza son definitivos, no es
posible asegurar que existe suficiente evidencia para concluir que los porcentajes de
recuperacion para el fenantreno y el fluoranteno son distintos respecto al tipo de lechuga.
Basta considerar que, en general, los compuestos presentan la misma tendencia, es decir,
que tanto los valores promedio como las desviaciones estandar son numéricamente mayores
en lechuga italiana que en lechuga sangria. Ello contribuye a que los porcentajes de recobro
sean estadisticamente iguales en ambas variedades. Ademas, se debe tomar en cuenta que
ambas muestras de lechuga fueron tomadas del mismo terreno, en cinco puntos diferentes
(los cuatro extremos y el centro), y en los mismos dias. Igualmente, bajo condiciones mas
estrictas, podrian considerarse otros factores como la composicion de ambas muestras, pero
sobre todo, es importante la variacion en el contenido de lipidos y ceras debido a que los
HAP presentan una gran afinidad por este tipo de sustancias, haciendo mas dificil su

extraccion.

5.8 Contribucion

En este trabajo se puede ver que no existe una diferencia significativa en cuanto a los
rendimientos de extraccion de HAP en ambos tipos de lechuga, més bien se observa que
son estadisticamente similares para la mayoria de los compuestos en estudio. Por lo tanto, a
través de esta investigacion se puede inferir que usando una técnica de extraccion

apropiada, es posible obtener buenos rendimientos de HAP a partir de matrices vegetales.
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CAPITULO 6. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

6.1 Conclusiones

De acuerdo con el objetivo de esta investigacion, que era determinar el grado de extraccion

de cinco hidrocarburos aromaéticos policiclicos, los de mayor incidencia e importancia

toxicoldgica, adicionados a dos variedades de lechuga, que es una de las hortalizas de

mayor distribucion en la zona “chinampera” de Xochimilco, mediante técnicas

cromatograficas para su identificacion y cuantificacién, destacan los siguientes puntos:

La técnica analitica de CG/EM es una opcion viable para identificar y cuantificar
selectivamente a cada uno de los cinco HAP en estudio. No obstante, el desarrollo de un
adecuado protocolo de preparacién de muestra es fundamental —en el caso de muestras
vegetales— para obtener extractos con la minima cantidad de interferencias coextraidas,
de manera que sea posible obtener tanto porcentajes de recuperacién como limites de
deteccion aceptables a los niveles de concentracion requeridos.

Por medio de la metodologia empleada fue posible obtener a los cinco HAP
adicionados, lograndose porcentajes de recuperacion de 78.05°01%° 8305084
80.05°04%2  83.28*0610 y 87.92*%1%704 en |echuga sangria; mientras que en lechuga
italiana se encontraron valores de 83.16"°% 7864248 g 121503 g753%31% y
89.64*"%y correspondientes, en ambos casos, a fenantreno, fluoranteno, pireno,
criseno y benzo[a]pireno, respectivamente. Sin embargo, la limpieza con gel de silice y
alimina no fue suficiente para eliminar las sustancias no polares coextraidas, por lo que
el procedimiento tiende a ser poco confiable a medida que disminuye la concentracion.
Los resultados de la prueba de andlisis de varianza indican que en el caso del pireno,
criseno y benzo[a]pireno, F. < F;, por lo que Hy se acepta, lo que significa que no hay
suficiente evidencia que sefiale una diferencia entre los porcentajes de recuperacion en
ambos tipos de lechuga. En cambio, para el fenantreno y el fluoranteno no se puede
decir lo mismo, ya que aqui F. > F;, por lo que Hy se rechaza y H; se acepta. Lo anterior
sugiere que estos resultados no son concluyentes, pues basta considerar a las
desviaciones estandar para intuir que todos los porcentajes de recuperacion promedio
tienden a ser estadisticamente iguales. Por lo tanto, se requiere contar con un mayor

nimero de datos.
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Con respecto al primer objetivo particular, que era determinar el contenido de humedad de
las muestras para verificar su efecto en el grado de extraccion de los contaminantes, se
encontraron valores muy cercanos a los reportados en las fuentes consultadas (95%
aproximadamente): 92.9°%%%% para lechuga sangria y 93.6°'*% para lechuga italiana.
Con base en lo anterior se eligio el método de liofilizacidn para deshidratar las muestras a
fin de conservar la mayoria de las propiedades fisicas, quimicas, bioldgicas y sensoriales de
su estado fresco, y al mismo tiempo optimizar el analisis de HAP, ya que éste s6lo es
eficiente en ausencia de humedad.

Con respecto al segundo objetivo particular, en este estudio se adaptaron los métodos EPA-
3540C y UNEP-7 para evaluar la extraccion, limpieza, identificacion y cuantificacion de
los HAP en hojas de lechuga italiana y sangria; sin embargo, los resultados del analisis de
cinco HAP en muestras de lechuga fueron dominados en su totalidad por valores muy por
debajo de los limites de deteccion, cuya causa directa es la elevada carga de sustancias
extrafas presentes en los extractos finales. Cabe recordar que las concentraciones esperadas
en hortalizas oscilan entre 1 y 100 ug/kg de masa seca, reflejando el caracter transitorio de
los cultivos. Estos son cosechados y removidos del suelo a intervalos regulares, de manera
que indican las variaciones de contaminacion atmosférica a corto plazo.

Con respecto al tercer objetivo particular, se observa que el porcentaje de recuperacion para

+0.140

la lechuga sangria va de 78.05 para el fenantreno a 87.92**'?"% npara el

benzo[a]pireno, y para la lechuga italiana los valores se encuentran entre 78.64°%4%®

para el
fluoranteno y 89.64°2"%% para el benzo[a]pireno. Estos resultados son similares a los
observados en la literatura, aunque con algunas variaciones en las metodologias: 71 — 92%
(Kipopoulou y col., 1999), 84 — 96% (Bi y col., 2001), 76 — 100% (Howsam y col., 2000).
De lo anterior se concluye que el procedimiento es confiable a los niveles de concentracion

de este trabajo.

6.2 Recomendaciones

e Para aumentar la eficiencia del analisis, se propone gque inmediatamente después de
realizar el procedimiento de limpieza con gel de silice y alimina, se efectle otra
limpieza de los extractos usando CPG o extraccion en fase solida con diferentes

adsorbentes a base de silice (NH;, 0 Cig), a fin de eliminar las interferencias como son
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las ceras, carotenos, xantofilas y clorofilas. Ello deberé reflejarse en un menor nivel de
ruido a lo largo de toda la linea basal en los cromatogramas, mejorando también los
limites de deteccion. Adicionalmente, con el objeto de detectar las bajas
concentraciones de HAP (ppb), se propone usar un método de extraccion mediante el
cual se puedan manejar grandes tamafios de muestra; por ejemplo, la extraccion del
material por contacto directo con el disolvente y la extraccion por sonicacion
constituyen una buena alternativa.

Se sugiere tener especial cuidado con el consumo elevado de hortalizas provenientes de
zonas densamente pobladas y/o altamente industrializadas. Algunos estudios sefialan
que es posible reducir la contaminacion por HAP en hortalizas mediante el lavado
completo o el retiro de las cascaras segun sea el caso.

Debido a la falta de normativa respecto de los limites maximos permisibles de HAP en
hortalizas cultivadas dentro de zonas altamente contaminadas, es imperante evaluar el
grado de exposicion humana a estos compuestos y asi determinar la repercusion en la
salud a un corto, mediano y largo plazos por la ingesta de HAP, pues como los estudios
indican, las hortalizas y los cereales constituyen la principal fuente de estos
contaminantes en la dieta.

Es necesario implementar tecnologias de control mas eficientes aplicadas a las diversas
fuentes de contaminacion, con la finalidad de reducir y controlar la emision de
sustancias contaminantes a la atmosfera de la Ciudad de Meéxico. Esto es importante
debido a que el aire es el principal medio de transporte para los HAP y demas

compuestos organicos volatiles y semivolatiles.
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ANEXO A

Presencia de HAP en vegetacion

A diferencia de los vegetales de consumo humano, la vegetacion en su conjunto funciona
como un filtro acumulando distintas sustancias organicas atmosféricas. Conforme a su
composicion y a sus propiedades, las plantas pueden utilizarse como bioindicadores del aire
contaminado, ya que la vegetacion integra a los contaminantes a través del tiempo y las
muestras son mucho mas féciles de colectar que las muestras de aire. Sin embargo, debido a
la gran diversidad en la vegetacion, las concentraciones encontradas suelen ser muy

variables, como se muestra en la Tabla A.1.

Tabla A.1 Contenido de HAP en algunas muestras de vegetacion (ug kg™)

Muestra PHE FLU PYR CHR BaP ZHAP — Masasecao  pogoroncia
Min - Max masa fresca
P. maximartinezii?
(agujas de pmo) 103 12 193 183 147 102 Hwan COl
. o Masa fresca gy col,
P. maximartinezii 2003
Q. ilex
“controles” 18.09 1051 7.86 9.22 2.70 156.91
(hojas de roble)
“Q' |Iex” Alfani y col.,
parques 99.93 84.90 114.07 65.85 10.17 603.80 Masa seca 2001
(hojas de roble)
Q. ilex “vias
tr_ansitadas” 256.74 353.79 572.71 273.76 53.37 2418.55
(hojas de roble)
M. leucadendra
(sitio 1) 130 22 29 7.7 0.54 180 - 240
M. leucadendra Ml l.,
(sitio 2) 1200 340 1000 120 NR 2100-2600 Masaseca ' Ze(';oylco

M. leucadendra
(sitio 3) 390 240 490 88 53 850 — 1800

PHE, fenantreno; FLU, fluoranteno; PYR, pireno; CHR, criseno; BaP, benzo[a]pireno
THAP, HAP totales; NR, No reportado

a: Muestra tomada de una zona urbana-residencial de la Ciudad de México

b: Muestra tomada de una zona urbana-industrial de la Ciudad de México

Sitio 1: Reserva forestal. Brisbane, Australia

Sitio 2: Volumen de trénsito de 42000 vehiculos/dia. Brisbane, Australia

Sitio 3: Volumen de trénsito de 13000 vehiculos/dia. Brisbane, Australia

Se reporta que las concentraciones tipicas en vegetacion creciendo cerca de fuentes

conocidas de HAP oscilan entre 20 y 100 pg/kg, con valores extremos cercanos a 1 mg/kg;
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asimismo, los niveles de benzo[a]pireno varian de 0.1 a 150 pg/kg, con valores tipicos entre
1y 10 pg/kg. Es importante resaltar que las cantidades en vegetacion generalmente son
menores que aquellas encontradas en los suelos donde ésta crece (Alfani y col., 2001).

En otro contexto, muestras de agujas de pino fueron colectadas en Corea, México y Estados
Unidos con el fin de comparar las cargas y las fuentes de HAP. Las cantidades totales
varian de 31 a 563 ug/kg de masa fresca y exhiben claras diferencias entre los sitios rurales
(limpios) y los sitios urbanos e industrializados (contaminados). Las méas bajas y las mas
altas concentraciones se encuentran en muestras tomadas de un sitio rural en Corea y de la
parte norte de la Ciudad de México, respectivamente. Los patrones de distribucion y la
proporcion de HAP especificos de combustion con respecto al total presente en las
muestras de Corea y Estados Unidos fueron similares, implicando fuentes similares: en
estos sitios los HAP de 3 anillos representan un rango de 63-73% del total, siendo el
fenantreno el compuesto predominante. Las muestras de la Ciudad de México, en cambio,
presentaron diferentes patrones y proporciones de HAP especificos de combustion: los
HAP de 4 anillos predominaron (~50%), siendo el fluoranteno y el pireno los compuestos
mas abundantes (véase Tabla A.1). Lo anterior indica que las fuentes de contaminacion
prevalecientes son distintas, pues la evidencia sugiere que la contribucion de motores
operados a diesel es méas significativa en las muestras de México, D.F. que en los otros
sitios (Hwang y col., 2003).

En otro estudio, los HAP se determinaron en hojas de Quercus llex L., una variedad de
roble de hojas perennes, con el fin de evaluar el grado de contaminacion en el sector mas
urbanizado de la Ciudad de Néapoles y entonces compararlo con algunos lugares remotos
cercanos a dicha metrépoli (véase Tabla A.1). Los HAP totales contenidos en las muestras
van de 106.6, en un punto remoto, a 4607.5 ng/kg de masa seca, junto a una via con alto
flujo vehicular. La contribucion de HAP carcinogénicos fue elevado dentro del area urbana
y se redujo conforme al tipo de sitio, variando de 21.3 a 6.7%. La concentracién de HAP
totales en las zonas remotas fue dominada por los compuestos de baja masa molecular,
mientras que a lo largo de las vias grandemente transitadas, el fluoranteno, pireno y
benzo[a]antraceno presentaron los valores mas altos (Alfani y col., 2001).

Por ultimo, en Brisbane, Australia, se analizaron las hojas maduras de un arbol nativo

(Malaleuca leucadendra), provenientes de tres lugares distintos: el primero situado dentro
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de una reserva forestal; el segundo localizado en la interseccion principal de la ciudad, con
un volumen de transito de 42000 vehiculos/dia; el tercer punto se ubicé cerca de una via de
tamafo mediano, con una densidad de transito de 13000 vehiculos/dia. En el primer sitio, la
suma total de las concentraciones de HAP oscila entre 180-240 ug/kg; en el segundo, los
HAP totales son sustancialmente elevados, variando de 2100 a 2600 pg/kg; y en el tercer
sitio, las hojas de Malaleuca, expuestas por varios meses, exhiben concentraciones de HAP
totales entre 850 y 1800 ng/kg de peso seco (véase Tabla A.1). De acuerdo con los perfiles
de concentracion encontrados, los compuestos predominantes son el fenantreno,

fluoranteno, pireno y criseno (Miller y col., 2001).
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ANEXO B

Férmulas para realizar el andlisis de varianza (Montgomery, 1991)

El analisis de varianza es una técnica estadistica que, con base en el principio de t de

Student, permite estudiar si existe diferencia significativa entre la media de las

calificaciones asignadas a dos o0 mas muestras. A continuacion se desglosan los pasos

requeridos para hacer un andlisis de varianza:

Factor de correccion (C): se calcula cuadrando el gran total y dividiéndolo entre el
namero total de respuestas.

Suma de cuadrados de los tratamientos (SCt): se calcula sumando el cuadrado del total
de las calificaciones de cada muestra, dividido entre el nimero de juicios en cada
muestra. Al resultado se le resta el factor de correccion.

Grados de libertad de los tratamientos (k-1): se calculan restando uno del nimero de
muestras.

Suma de cuadrados total (SCT): se calcula sumando el cuadrado de cada calificacién y
restando el factor de correccion.

Grados de libertad del total (N-1): se calculan restando uno del numero total de
respuestas.

Suma de cuadrados del error (SCe): se calcula restando la suma de cuadrados total
menos la suma de cuadrados de los tratamientos.

Grados de libertad del error (N-Kk): se calculan restando el numero total de respuestas
menos el nimero de muestras.

Cuadrados medios (CM): se calculan para los tratamientos y para el error dividiendo
respectivamente la suma de cuadrados entre sus grados de libertad correspondientes.
Relacion de variacion por muestras o F calculada (F¢): se calcula dividiendo el cuadrado
medio para los tratamientos (CMt) entre el cuadrado medio para el error (CMe).

F de tablas (F;): se localizan en las tablas de valores criticos para Fisher de acuerdo con
los grados de libertad de los tratamientos y del error al nivel de significancia (o)

requerido.

Finalmente, ambos valores de F se comparan: si Fc.>F;, se establecera que existe diferencia

significativa entre las medias al 10, 5 0 al 1%, segun sea el caso.
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La Tabla B.1 que a continuacién se presenta es Util para visualizar los resultados del

procedimiento de analisis de varianza.

Tabla B.1 ANDEVA para una comparacion de medias

Fuente de Grados de Suma de Cuadrados F calculada
variacion libertad (g.l.) cuadrados (SC) medios (CM) (Fo)
Tratamientos k-1 SCt CMt = SCt/k-1
Error N-k SCe CMe = SCe/N-k CMUCMe
Total N-1 SCT

73




Datos y graficas de calibracion para los cinco HAP estudiados

ANEXO C
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Figura C.1 Curva de calibracion del fenantreno
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Figura C.2 Curva de calibracion del fluoranteno
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Figura C.3 Curva de calibracion del pireno

74



CC CRISENO

1200000
©

>
“:'ZIOOOOOO 4
o

800000 |

o)
600000 -

Ko}

@ 400000 -
]

e
*<C200000 |

0

y = 194609x + 39961
R® = 0.9920

0 05 1 15 2 25 _3, 35 4
Concentracion [ppm]

45

5

55

[ppm] | Area
0.50075| 121423
1.0015 | 271960
1.50225| 314269
2.003 | 416491
2.50375| 546202
3.0045 | 606590
3.50525 | 746531
4.006 | 780369
4.50675| 952512
5.0075 | 1003025
[ppm] | Area
0.505| ND
1.01 ND
1.515 | 127455
2.02 147283
2.525 | 200053
3.03 |244520
3.535 | 335893
4.04 |501231
4545 | —
5.005 | 723253

ND: No detectado

Figura C.4 Curva de calibracion del criseno
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Figura C.5 Curva de calibracion del benzo[alpireno
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ANEXO D

Cromatogramas y espectros de masas correspondientes a cada uno de los estandares y

a las muestras bajo estudio

Cromatogramas de los estandares obtenidos a diferentes concentraciones

Sample ID: CC HAP 5 ppm; Rep. 2 Acquired on 20-Sep-2004 at 14:04:5
i it s e 1
e
007 23.838 8 ‘*3*';
v
17.481 30.621
|
[ |
Sg o, ‘RIM ,‘J ' L (M B
5.000 10.d00 ! 15.000 i 206.d00 i 25.000 i 306.400 35.400 T 40.400 !
Figura D.1 Cromatograma de una mezcla de cinco estandares [5 ppm]
Sample ID: CC HAP 4 ppm; Rep. 4 Acquired on 21-Sep-2004 at 18:49:4
100 — 22.796 Tic
“
30.587
L
57 T “‘ T T T T T T T T T T T T T t
Figura D.2 Cromatograma de una mezcla de cinco estandares [4 ppm]
Sample ID: CC HAP 3 ppm; Rep.2 Acquired on 22-Sep-2004 at 18:20:0
23.897 7.52e4
% o

17.557

30.646

39.096

27.300 33.532 35.976
o il

T T T T T T T T T T T T T T T
5.000 10.000 15.000 20.000 25.000 30.000 35.000 40.000

Figura D.3 Cromatograma de una mezcla de cinco estandares [3 ppm]
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Sample ID: CC HAP 2 ppm; Rep. 1 Acquired on 23-Sep-2004 at 16:57:4

ccHAP27 SIR 0f 5 Channels El+
100 22.896 Tic
23.922 6.85e4
RT
%
17.573
13.177_  16.088
5.368 _6.136 o 4,5 N N
67 "t

T T T T T T T T T T T
5.000 10.000 15.000 20.000 25.000 30.000 35.000 40.000

Figura D.4 Cromatograma de una mezcla de cinco estandares [2 ppm]

Sample ID: CC HAP 1 ppm; Rep.2 Acquired on 24-Sep-2004 at 15:26:5
CcHAP3s SIR of 5 Channels &1+
23947 ric
100 22.946 s.14e4
RT
%
17.640 _s0.896
25415 20403 32.073 38,120 38.838 I

T

T T T
25.000 30.000

T T T T
35.000 40.000

Figura D.5 Cromatograma de una mezcla de cinco estandares [1 ppm]

Cromatogramas de las muestras adicionadas

Sample ID: L. Sangria Adicionada (Rep. 3) Acquired on 07-Oct-2004 at 18:44:2
z7 SIR of5 Channels El+
100 22.795 e
23.813 7.74e4
RT
%
17.473
30.604
24.881
=z
39.080
29.052 35.101 44.018
o4 T T T T T T T T T T T T T T T T T 1t
5.000 10.000 15.000 20.000 25.000 30.000 35.000 40.000 45.000

Fiagura D.6 Cromatoarama de una muestra de L. sanaria adicionada con cinco estandares
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Sample ID:L. Italiana Adicionada (Rep. 2) Acquired on 08-0ct-2004 at16:18:5
227 SIRofs Channels Els

B 22.896 Tic
Lo 23908 7894

RT

17 557

30.7 30

33583 35451 38322 40 940 44348
s
WMWWVHWWMW

T Ty ety

" e "
:

T T T T T T T T T n
5.000 10.000 15.000 20.00 0 25.000 30.000 35.000 40.000 45 .00 0

Fiagura D.7 Cromatoarama de una muestra de L. italiana adicionada con cinco estandares

Espectros de las muestras bajo estudio

SIR of 5 Channels EI

z7 1607 (17.406) FENANTRENO
178.0

100 o~ 3.24e4
2%
202.0 228.0 252.0
o - - m/z
180 185 190 195 200 205 210 215 220 225 230 235 240 245 250

Figura D.8 Espectro de masas del fenantreno identificado en una muestra de
lechuga adicionada con cinco estandares

z7 2246 (22.737) FLUORANTENO SIR of 5 Channels El
3.66e.

100 — 202.0 a
%]
1780 228.0 252.0
o - m/z
180 185 190 195 200 205 210 215 220 225 230 235 240 245 250

Figura D.9 Espectro de masas del fluoranteno identificado en una muestra
de lechuga adicionada con cinco estandares
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z7 2366 (23.738) PIRENO SIR of 5 Channels El
3.36

100 — 202.0 1
06—
228.0 252.0
o T miz
180 185 190 195 200 205 210 215 220 225 230 235 240 245 250

Figura D.10 Espectro de masas del pireno identificado en una muestra de
lechuga adicionada con cinco estdndares

SIR of 5 Channels EI

Z7 3176 (30.495) CRISENO

228.0
100 2.3404
96
202.0
252.0
o - - — iz
180 185 150 195 200 205 210 215 220 225 230 235 240 2ds 250

Figura D.11 Espectro de masas del criseno identificado en una muestra de
lechuga adicionada con cinco estdndares

z7 a182 (38.888) BENZO[AJPIRENO SIR of 5 Channels El
100 — 25264
I 202.0 228.0
o ’ m/z
180 185 190 195 200 205 210 215 220 225 230 235 240 245 250

Figura D.12 Espectro de masas del benzo[a]pireno identificado en una
muestra de lechuga adicionada con cinco estandares
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ANEXO E

Tratamiento y disposicion de los residuos
En la Figura E.1 se sefialan los residuos generados en cada etapa del desarrollo
experimental de esta investigacion. En seguida, la Tabla E.1 indica el tratamiento y

disposicion de dichos residuos.

( Nnicio )
. Q
Tratamiento de

la muestra

' Fraccion 1 P Elucién con 20

A 4
(desecho) [ mL de hexano

Mezclar 5 g de
material vegetal
+ 5 g de Na;SO,

anhidro
y
Elucion con gradiente de polaridad:
a) 30 mL de hexano:DCM 9:1
X b) 20 mL de hexano:DCM 1:1
Extraccion por Soxhlet ¢) 20mL de DCM
con 250 mL de DCM | Placebos
por 8 horas (Método [ muestras
EPA-3540C) adicionadas
A
‘ Fraccion 2
A 4
Rotoevaporaciéon hasta |

un volumen de 3 mL

Rotoevaporaciéon hasta
un volumen de 3 mL

£ R,

A 4
Limpieza y fraccionamiento por v
cromatografia en columna: 10 g de alimina P

+ 10 g de gel de silice + 1 g de Na,SO, » Analisis por CG/EM

anhidro (Métodos UNEP-7, EPA-3600C) ‘=

Precision, limites de v
deteccién y curvas EIN
de calibracion

Figura E.1 Residuos generados durante el desarrollo experimental de esta investigacion
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Tabla E.1 Tratamiento y disposicion de los residuos

Origen Residuos Tratamiento y/o disposicién
Tierra, caracoles y partes dafiadas de la
R; planta Basura organica
Cartuchos para extraccion los cuales
R, |contienen material vegetal y Na,SO, Se mandan a incineracién
contaminados con trazas de HAP
R, DCM Destilacion simple”
Hexano que contiene a los componentes | Destilacién simple para el hexano™. EI remanente vegetal
Ra menos polares de la muestra debe guardarse para su posterior incineracion
Materiales adsorbentes, Na,SO, y fibra
Rs de vidrio Se mandan a incineracion
Re Hexano y DCM Destilacion fraccionada”
Hexano con los estandares de HAP, | Destilacion simple para el hexano”. Los HAP se
Rr incluyendo a las soluciones madre almacenan para su posterior incineracion
Hexano y DCM que contienen a los | Destilacion fraccionada”. Los HAP y el remanente
Rs

componentes vegetales y a los HAP

vegetal se almacenan para su posterior incineracion

Na,SO,: Sulfato de sodio; DCM: Diclorometano
* Los disolventes se pueden reutilizar para otros fines que no sean de investigacion, pues ya no se consideran puros
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