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Resumen

Los productos de cuidado personal (PCP) son compuestos que forman parte de la formulacion
en jabones, champus, perfumes, desinfectantes, cremas para la piel y repelentes de insectos.
Estos compuestos estan clasificados como “contaminantes emergentes”. Las plantas de
tratamiento de aguas residuales no remueven eficientemente los residuos de PCP desechados
al drenaje, por lo que estos persisten en el efluente. La irrigacion de cultivos con agua tratada
produce la transferencia de PCP a los vegetales, lo que representa un peligro potencial debido
a su tendencia a la bioacumulacion y efectos de disrupcion enddcrina. Se desarrollaron y
optimizaron dos metodologias para la determinacion simultdnea de PCP (galaxolida,
tonalida, oxibenzona, 4-metil-benciliden canfor, padimato-o, 2-etilhexil metoxicinamato,
octocrileno, triclosan y metiltriclosan) en hojas de lechuga mediante dispersion de matriz en
fase sélida (MSPD, por sus siglas en inglés) seguida de cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (MSPD-GC-MS) y extraccion asistida por ultrasonido-
microextraccion en fase solida (UAE-SPME, por sus siglas en inglés), seguidas de
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (UAE-SPME-GC-MS). Se
obtuvieron para MSPD-GC-MS aceptables limites de deteccion y cuantificacion; LD (25-
100 ng g1) y LC (100-200 ng g1), buena precision; %CV (<22.74) y linealidad R? (>0.9729).
Por otro lado, para UAE-SPME-GC-MS se obtuvieron excelentes limites de deteccion y
cuantificacion; LD (1-25 ng g1) y LC (5-80 ng g}), adecuada precision %CV (<24.46) y
linealidad R? (>0.9648). Se cultivd lechuga irrigada con agua fortificada con los
contaminantes en estudio y se analiz6 aplicando la metodologia desarrollada y optimizada
gue presentd mas ventajas, UAE-SPME-GC-MS, ya que fue mas sensible, rapida, facil, y
requirio menor manipulacion que el método MSPD-GC-MS. En las hojas de lechuga
cultivada irrigada con PCP se identificaron 5 analitos: galaxolida, tonalida, 4-metil-
benciliden canfor, 2-etilhexil metoxicinamato y metiltriclosan. También se analizaron las
raices de la misma lechuga, identificando a siete de los nueve contaminantes en estudio. Las
dos metodologias propuestas en este estudio son una alternativa para el analisis de PCP en
lechuga a nivel de trazas que presentan ventajas frente a metodologias tradicionales de

analisis, contribuyendo a la miniaturizacion y la quimica verde en Quimica Analitica.
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Introducciéon

1. Introduccion

Se clasifica como “emergentes” a los contaminantes que han sido identificados recientemente
por lo que no han sido cuantificados, su toxicidad no ha sido estudiada y no existen
normatividades que los regulen en el medio ambiente. 1% Los productos de cuidado personal
(PCP) son contaminantes emergentes provenientes de productos utilizados para la higiene
personal como champus, jabones, perfumes, cremas para la piel, cosméticos, repelentes de
insectos y desinfectantes. Después de su uso, los PCP terminan en las aguas residuales, sin
embargo, las plantas de tratamiento de agua no los eliminan eficientemente por lo que
persisten en el efluente. 3 La irrigacion de cultivos con agua tratada, practica comdn en
regiones aridas y semiaridas, produce la transferencia de los PCP a las plantas, donde se
bioacumulan debido sus propiedades hidrofobicas. 4

Los estudios de cultivos hidropoénicos han determinado que la sorcion de los PCP a las plantas
depende de las propiedades fisicoquimicas de los contaminantes. En forma molecular, la
sorcion de los compuestos hidrofobicos a la raiz es mayor, mientras que la sorcion de los
iones es mas lenta. Una vez en la raiz, los compuestos menos hidrofobicos son mas propensos

a migrar a las hojas de las plantas. >®

Debido a que varios PCP han mostrado efectos de disrupcion enddcrina, su determinacion en
el medio ambiente es de suma importancia. ’ La determinacion de compuestos a nivel de
trazas en plantas presenta un desafio debido al alto contenido de pigmentos y materiales
grasos que pueden producir interferencias en el anélisis. Por tal motivo, un prerrequisito para
la determinacion de contaminantes en plantas es utilizar técnicas de preparacion de muestra
que eliminen estas interferencias y preconcentren a los analitos. & Las técnicas de preparacion
de muestra miniaturizadas son una alternativa a las tradicionales y se basan en disminuir el
tamafo de muestra, eliminacién o reduccion del volumen de disolvente y establecer sistemas

en linea; siendo ademas sensibles, precisas, sencillas y rapidas. °

En este trabajo se desarrollaron y optimizaron dos metodologias para la determinacion de
ocho PCP y el metabolito principal de uno de ellos en lechuga mediante cromatografia de

gases acoplada a espectrometria de masas.




Antecedentes

2. Antecedentes

2.1. Contaminantes emergentes

Durante siglos, el ser humano ha realizado actividades que ocasionan la aparicién de
contaminantes en el medio ambiente. Se conoce como “contaminante” a toda sustancia que
altera nocivamente la pureza o las condiciones normales de un medio. ° Varios
contaminantes han sido bien estudiados por lo que se conoce su concentracion y toxicidad en
el medio ambiente. Estos contaminantes son conocidos como “prioritarios” y, gracias a la
amplia informacién acerca de ellos, se han impuesto normativas que indican el limite maximo

al que puede estar cada compuesto en el medio ambiente sin causar efectos nocivos.

Por otro lado, existen contaminantes que han sido identificados recientemente, por lo que no
han sido cuantificados y su toxicidad no ha sido bien estudiada. A éstos se les conoce como
“contaminantes emergentes”. 1? La presencia de un contaminante emergente en el medio
ambiente no es necesariamente reciente ya que en algunos casos se encuentran desde hace
décadas, pero fueron detectados hasta que el avance de las técnicas analiticas lo

permitig. 1213

Dependiendo de sus caracteristicas fisicoquimicas los contaminantes emergentes pueden ser
clasificados en: organicos (ej. biotoxinas, retardantes de llama, productos farmacéuticos y de
cuidado personal y pesticidas), inorganicos (ej. trazas de metales) y contaminantes de

particula (ej. nanoparticulas y microplasticos). 123

A pesar de que no todos los contaminantes emergentes tienen el potencial de ser nocivos al
medio ambiente, * varios de ellos son disruptores enddcrinos, * es decir, compuestos
exogenos que interfieren con la sintesis, secrecion, transporte, metabolismo, funcionamiento
o eliminacion de hormonas sanguineas responsables del homedstasis, reproduccion o
desarrollo de un organismo. 1> Adicionalmente, la presencia de estos compuestos en el medio
ambiente es preocupante debido a que aparecen simultaneamente como una mezcla compleja,

lo que podria ocasionar efectos sinérgicos no deseados.




Antecedentes

2.2. Productos de cuidado personal

Los productos de cuidado personal (PCP) son compuestos organicos presentes en productos
de higiene usados diariamente en la vida humana como lociones, geles, cosméticos, jabones,
detergentes, cremas, desodorantes y champus. En general, los PCP estan disefiados para su
aplicacion externa por lo que después de su uso son lavados del cuerpo sin sufrir alteraciones

metabolicas, terminando en las aguas residuales.

Debido a que los PCP sélo son parcialmente degradados en las plantas de tratamiento de
aguas residuales (PTAR) su presencia persiste en el efluente que, en ocasiones, es descargado
a las aguas superficiales (por ejemplo: rios, lagos o lagunas) dispersando los PCP al medio
ambiente. >1"1® Adicionalmente, varios PCP también tienden a sorberse en el sedimento de
las PTAR, que en algunas ocasiones es utilizado como abono en la agricultura, provocando

la introduccion de los contaminantes al suelo y aguas subterraneas. °

Los PCP son considerados actualmente como contaminantes emergentes. 1%1° Aunque se ha
determinado que la concentracion de PCP en el medio ambiente (ng L%, pg L* o mg L) 21°
suele ser menor que el nivel de aplicacién, muchos de estos contaminantes son altamente
hidrofébicos (log Kow>3.5) *° por lo que se bioacumulan en plantas y animales. " Algunos
PCP han demostrado efectos de disrupcion enddcrina 8 por lo que el estudio de su presencia

y toxicidad en el medio ambiente ha aumentado en los Gltimos afios.

A pesar de que los PCP se encuentran entre los contaminantes més detectados en aguas
superficiales a nivel internacional, el estudio de su presencia y toxicidad en el medio
ambiente ha sido menor al de otros contaminantes emergentes. '8 Debido a ésto, es necesario
desarrollar metodologias que proporcionen informacion confiable acerca de los PCP en el

ambiente.

De acuerdo con la literatura, los PCP se dividen en cinco grupos: filtros ultravioleta,
almizcles, agentes antimicrobianos, repelentes de insectos y conservadores. "*° Este trabajo
se enfoca en el estudio de los primeros tres PCP. Algunos de estos compuestos no son usados
solamente en los productos de cuidado personal ya que también son aplicados en pinturas,
comida, plasticos y otros productos de indole industrial; por lo que su descarga al medio

ambiente puede ser atin mayor de la esperada. /1182

13



Antecedentes

2.2.1. Filtros UV

Los filtros ultravioleta o “filtros UV” son PCP que se encuentran en bloqueadores solares y
cosméticos para la proteccion de la piel contra la radiacion UVA (315-400 nm), UVB (280-
315 nm) y/o UVC (100-280 nm). 17 Los filtros UV inorganicos (por ejemplo, ZnO y TiO2)
reflejan y dispersan la radiacion, mientras que los organicos (por ejemplo, las oxibenzonas)
normalmente contienen anillos aromaticos y grupos metoxi o cabonil que les permiten
absorber la radiacion UV. "% Estos Gltimos son utilizados con mayor frecuencia, en
mayores cantidades y su toxicidad puede ocasionar un gran impacto ambiental % por lo que
en el presente trabajo solo se estudian los filtros UV orgénicos.

Los filtros UV pueden ser clasificados dependiendo de su estructura quimica en: derivados
de benzofenona, derivados del &cido p-aminobenzdico, salicilatos, metoxicinamatos,
derivados de alcanfor, derivados de triazina, derivados de benzotriazol, derivados de
benzimidazol y derivados de otros compuestos. 22! En la Figura 1 se muestra un ejemplo de

cada uno de estos grupos.

Los filtros UV organicos mas utilizados son: los derivados de benzofenona BP-1, BP-2 y
BP-3, acido 2-fenilbencimidazol-5-sulfénico (PBSA), 4-metil-bencildeno alcanfor (4-MBC),
2-etilhexil-p-metoxicinamato (2-EHMC), isoamil metoxicinamato (IAMC), octocrileno,
padimato-O (O-PABA), homosalato y octinoxato. 18 Al igual que otros PCP, los filtros UV
no son utilizados exclusivamente en productos cosméticos ya que los mismos compuestos

también son aplicados en productos textiles, pinturas y plasticos. 22

Los filtros UV orgéanicos normalmente se encuentran en los cosméticos en concentraciones
del 0.1 al 10 %, 2 sin embargo, la mayoria de ellos son compuestos hidrofobicos (log Kow 4-
8) por lo que tienden a bioacumularse en organismos vivos y, debido a que presentan anillos

aromaticos conjugados, son relativamente estables a la biodegradacion. 1718
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Figura 1. Clasificacion de los filtros UV orgénicos dependiendo de su estructura quimica.

Se ha determinado que varios filtros UV organicos son disruptores endocrinos. 1718

Particularmente, se ha observado que los derivados de benzofenonas producen disrupcion

estrogénica, androgénica y hacia otros receptores nucleares; los derivados de alcanfor hacia

receptores estrogénicos, androgénicos y de progesterona; los metoxicinamatos hacia

receptores estrogénicos, de hormonas tiroidales y otros receptores nucleares. % Se ha

reportado que la actividad estrogénica de los filtros UV organicos mas comunes se encuentra

en el rango de compuestos utilizados por sus propiedades estrogénicas como el estradiol. 8

Debido a que la transformacién bioquimica de los filtros UV puede cambiar los efectos de

15
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disrupcion endocrina de estos compuestos, es necesario realizar estudios de los posibles

metabolitos formados en diferentes organismos.

A pesar del impacto ambiental que pueden ocasionar los filtros UV, la Administracion de
Comida y Medicamentos (FDA, por sus siglas en inglés) de EUA permite el uso de 16 filtros
UV en la elaboraciéon de cosméticos, mientras que el Comité Cientifico de Productos del

Consumidor de la Unién Europea permite el uso de 27 filtros UV. 23

Se han determinado residuos de filtros UV organicos en diversas matrices como agua de rio,
mar y subterranea, influente y efluente de PTAR, sedimentos, pescados, leche humana y
placenta. 223 Varios estudios han determinado que la descarga del efluente de PTAR arios,
lagos y mares es la fuente principal de filtros UV en aguas superficiales, sin embargo, las
actividades recreativas como la natacién en albercas o cuerpos de agua naturales también es
un factor importante debido al uso de blogueadores solares. 224 Por ésto, las temporadas de
nado son un factor importante en la acumulacion de filtros UV en tejidos de organismos

acuaticos. 2°

2.2.2. Almizcles

Los almizcles son compuestos utilizados en la industria de las fragancias debido a sus
propiedades aromaticas y a su habilidad de reducir la volatilidad de otros compuestos,
aumentando el tiempo de vida de los aromas en diversos productos. 262" Son utilizados en
cosméticos, jabones e incluso comida. 28 Debido a que los almizcles naturales se encuentran
solamente en algunas plantas y animales, su obtencion es costosa e involucra la
sobreexplotacion de dichas especies. Debido a ésto, la sintesis de almizcles sintéticos que

reemplazaran a los naturales cobré una gran importancia a inicios del siglo pasado. 2

Los almizcles sintéticos se encuentran entre los compuestos mas utilizados en la industria de
las fragancias '8 y son considerados ubicuos, persistentes y, en ocasiones, toxicos. 2° Los
almizcles sintéticos mas importantes son: nitroalmizcles, almizcles policiclicos y almizcles
macrociclicos. 18262 A pesar de que los nitroalmizcles y los almizcles policiclicos

presentan una estructura quimica diferente a la de los almizcles naturales, poseen propiedades
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aromaticas similares. 2 En la Figura 2 se muestran las estructuras quimicas de almizcles

sintéticos caracteristicos de cada grupo.

CH3 CH3
HsC CHs
HsC CH3 HaC CHs
0.N NO,
02N NO» o..
Nitroalmizcles CHs
HaC CH3
HaC CH, 0,N NO,
e
NO2 0% CH, CHs
Almizcle xileno Almizcle cetona Almizele ambreta
CH CHs
CH; HAC H,C  CHs HsC 3
3% CHa %
HaC CH; hoC o
Almizcles o 3
policiclicos o s CHa
Hie O HaC  CHg o HsC
HsC
Galaxolida Tonalida Celestolida
I i H
o
CH3
Almizcles
macrociclicos
Civetona Muscona Ambretolida

Figura 2. Almizcles sintéticos mas representativos de los nitroalmizcles, almizcles policiclicos y
almizcles macrociclicos.

Los primeros almizcles sintéticos fueron los nitroalmizcles: derivados de benceno sustituidos
con dos o tres grupos nitro y grupos alquil, metoxi o cetonas. Los nitroalmizcles fueron los
almizcles sintéticos mas utilizados por muchos afios debido a su bajo costo de produccion,
sin embargo, debido al descubrimiento de su presencia en el medio ambiente y a su toxicidad
potencial (fototoxica, neurotdxica, cancerigena y estrogénica), su aplicacion en la industria
fue prohibida o regulada. ?3° Los nitroalmizcles mas utilizados son: almizcle cetona,

almizcle xileno, almizcle ambreta, almizcle tibetano y almizcle mosqueno. 262
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La disminucion en la produccion de nitroalmizcles fue paralela al aumento de los almizcles
policiclicos: compuestos triciclicos o derivados de indano, tetralina o cumarina. %
Actualmente, son los almizcles sintéticos mas producidos a nivel mundial. "1"% Debido a
que se ha determinado la presencia de almizcles policiclicos en el medio ambiente en
concentraciones aun mayores a las de los nitroalmizcles, estos compuestos estan siendo
evaluados para su posible regulacion o prohibicién en la industria. Los almizcles policiclicos
mas utilizados son: galaxolida, tonalida, celestolida, fantolida, cashmeran y traseolida. %
Galaxolida y tonalida se encuentran en la lista de compuestos de alto volumen de produccién
de la agencia de proteccién ambiental (USEPA, por sus siglas en inglés) de EUA, con mas
de 450 toneladas producidas en EUA por afio. 3!

La caracterizacion de los almizcles naturales demostr6 que los compuestos que contribuyen
mayoritariamente a sus propiedades aromaticas tienen estructuras quimicas conformadas por
anillos macrociclicos de 15 o 17 constituyentes con cetonas o lactonas. Debido a la
estabilidad, fijacion de aromas y olor de alta calidad de los almizcles naturales, se busco
sintetizarlos para abastecer la demanda industrial, sin embargo, la sintesis normalmente
consta de varios pasos y es complicada por lo que no son muy utilizados en la actualidad. Al
ser compuestos similares a los encontrados en la naturaleza, parecen ser mas amigables con
el medio ambiente, presentando una biodegradacion mayor a la de los otros almizcles
sintéticos. *° Los almizcles macrociclicos sintéticos mas utilizados son: civetona, muscona,

ambretolida y exaltolida. 2°

Debido a que los Kow de los nitroalmizcles (4.0-4.4) y almizcles policiclicos (5.4-5.9) es alto,
17 estos compuestos tienden a bioacumularse en sedimentos v tejido graso. 272 Debido a
que la toxicidad crdnica de los almizcles sintéticos no es bien conocida se prevé que la
determinacion de estos contaminantes en el medio ambiente y los estudios toxicologicos

correspondientes sean areas importantes para los afios siguientes.

2.2.3. Agentes antimicrobianos

Los agentes antimicrobianos son PCP adicionados en jabones, pastas de dientes,

desodorantes y cremas para la piel que matan o previenen el crecimiento de microorganismos
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(bacterias, virus, hongos o protozoarios). Los dos agentes antimicrobianos mas utilizados a
nivel mundial son triclosan y triclocarban. Ambos se encuentran entre los 10 compuestos

organicos mas detectados en las PTAR. 1718

Al igual que otros PCP, triclosan y triclocarban son compuestos hidrofébicos detectados
comUnmente en los sedimentos de las PTAR, sin embargo, ambos compuestos también han
demostrado ser persistentes en el agua. 1’ A pesar de que triclocarban se ha encontrado con
mayor frecuencia y en mayores concentraciones en agua que triclosan, la toxicidad de
triclosan es mayor que la de otros desinfectantes. ” Adicionalmente, triclosan se descompone
en subproductos tdxicos méas persistentes y con mayor toxicidad, por lo que su determinacion

en el medio ambiente es de gran importancia.

Triclosan es un agente microbiano de amplio espectro que ha sido detectado en agua,
sedimentos, plantas y fluidos biol6gicos como orina, sangre y leche materna. Triclosan tiene
diversos efectos toxicos como: irritacion de la piel, incremento de respuestas alérgicas,
disrupcion enddcrina (estrogénica, antiestrogénica, androgénica y antitiroidea) incremento
de la resistencia a antibidticos y formacion de subproductos cancerigenos, por lo que se ha
cuestionado su seguridad y efectividad, ocasionando su regulacién en diversos

productos. 3336

Al ser un compuesto con propiedades &cido-base (pKa=7.8), el impacto ambiental de
triclosan depende del pH del medio. ” Se ha observado que triclosan es ligeramente mas
toxico en su forma molecular que como ion. ¥" La acidez del medio también influye en la
absorcion de triclosan ya que, debido a que es un compuesto hidrofébico (Kow=4.76), en

forma molecular es mas propenso a sorberse a sedimentos o tejidos grasos. 343

Se ha reportado que aproximadamente el 90% de triclosan en agua que entra a las PTAR con
un sistema de lodos activados es removido del agua. De este porcentaje, del 40 al 60% se
debe a la biodegradacion aerdbica mientras que lo restante se debe a la sorcion al sedimento.
Aproximadamente, el 5% de triclosan es degradado a metiltriclosan, sin embargo, este
metabolito es mas hidrofébico (Kow=5.2) y persistente, por lo que es mas propenso a la

bioacumulacion en organismos vivos, 333638
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A pesar de la alta resistencia de triclosan a pH altos y bajos, este compuesto es fotosensible
(probablemente en su forma idnica), 3 debido al gran coeficiente de absorcién molar que
presenta. 3 Algunos de los subproductos de la fotolisis de triclosan son clorofenoles y
dioxinas, ** siendo estas Gltimas consideradas como una de las familias de compuestos mas
cancerigenas. *® Adicionalmente, en las PTAR que utilizan cloro para la desinfeccion del
agua, el triclosan remanente puede formar derivados clorados que a su vez son
fotodegradados a dioxinas cloradas. * En la Figura 3 se presenta la estructura quimica y

algunas propiedades de triclosan y metiltriclosan.

Triclosan (molecular) Triclosdn (ion) Metiltriclosan
. -CHs
Cl OH Cl o] Cl o]

Cl Cl Cl Cl Cl Cl
Broacumulacion intermedia *  Menor broacumulacion *  Mayor broacumulacion
Senstble a biodegradacion * Sensiblea biodegradacion  Lstable a biodegradacion
Estable a fotodegradacion * Sensiblea fotodegradacion * Estable a fotodegradacion

Figura 3. Estructura quimica y propiedades de triclosan y metiltriclosan.

En la Tabla 1 se resume la toxicidad de algunas familias y compuestos utilizados en filtros

UV, almizcles y agentes antimicrobianos.

2.2.4. Repelentes de insectos

N,N-dietil-m-toluamida (DEET) es el ingrediente activo mas utilizado en los repelentes de
insectos, cuyo uso anual supera los 1.8 millones de kilogramos. Su funcionamiento se basa
en la interferencia a los insectos en la deteccion del acido lactico de su huésped. DEET ha

sido detectado en agua superficial y subterranea en todo el mundo. ’
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Tabla 1. Toxicidad de algunas familias o compuestos utilizados en filtros UV, almizcles y agentes
antimicrobianos.

Familia/compuesto Toxicidad

_ _ Neuronal, cancerigenos, disrupcion enddcrina (actividad
Nitroalmizcles

w0
2 estrogénica), potencian toxicidad de otros compuestos. 263
N
= o Quimio sensibilizadores (interfieren en el transporte
< Policiclicos . o 0
membranal de compuestos metabolicos y xenobioticos).

Derivados de Disrupcion endocrina (androgénica y hacia otros receptores

benzofenonas nucleares). 23
D Derivados de Disrupcion endocrina (hacia receptores estrogénicos,
n
S alcanfor androgénicos y de progesterona). 23
[ . - .

o hacia receptores estrogénicos, de hormonas tiroidales y
Metoxicinamatos .
otros receptores nucleares.

3
ks Irritacidn, incrementa respuestas alérgicas, disrupcion
o]
g Triclosan enddcrina (estrogénica, antiestrogénica, androgeénica,
E antitiroidea). 33-%
=
<

Otros compuestos también usados en repelentes de insectos son bayrepel y butéxido de
piperonilo. A diferencia de otros PCP, los repelentes de insectos no siempre tienden a
bioacumularse en organismos vivos ya que sus Kow Se encuentran entre 1.6 y 4.1, por lo que
algunos persisten en agua. "*” La toxicidad de estos contaminantes no ha sido bien estudiada,
principalmente a largo plazo, por lo que se espera que futuras investigaciones se enfoquen en
ésto. 1 En la Figura 4 se presenta la estructura quimica de los principales compuestos usados

como principio activo en los repelentes de insectos.
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Figura 4. Estructura quimica de los principales ingredientes activos utilizados en repelentes de
insectos.

2.2.5. Conservadores

Los conservadores son compuestos utilizados en farmacos, comida y productos de higiene o
cuidado personal para evitar su descomposicion, aumentando su tiempo de vida. Los
conservadores mas utilizados en la actualidad son los parabenos, que son ésteres del acido p-
hidroxibenzoéico. Los parabenos son utilizados ampliamente como conservadores debido a
que tienen un pH neutro, son inodoros e insipidos, no causan la decoloracion o

endurecimiento del producto y son de bajo costo. 118

Especificamente, siete parabenos son utilizados como conservadores: bencil, butil, etil,
isobutil, isopropil, metil y propilparabeno. De los anteriores, metil y propilparabeno son los
mas utilizados y comunmente son aplicados en un mismo producto para potenciar su efecto

como conservador. ’ La estructura general de los parabenos se muestra en la Figura 5.

Hasta ahora, no existen muchos estudios que determinen la presencia de parabenos en el
medio ambiente, lo que es preocupante debido a que algunos de estos compuestos pueden
causar disrupcion enddcrina, incluso a bajos niveles de exposicion. "1"18 La toxicidad de los
parabenos parece estar relacionada con el tamafio de la cadena de sus sustituyentes. El amplio
uso internacional de los parabenos, asi como su toxicidad potencial ha llevado a la basqueda

de compuestos mas inocuos que los reemplacen como conservadores. ’
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Parabenos
Oxy ~Oq
Donde R es una cadena alifatica
con diferente ntimero de carbonos
o diferente distribucién espacial
para cada parabeno
OH

Figura 5. Estructura general de los parabenos.

2.3. Sorcion de PCP a plantas
2.3.1. Uso de agua tratada y biosélidos en la agricultura

Como se menciono anteriormente, las PTAR no degradan eficientemente a la mayoria de los
PCP por lo que estos contaminantes persisten en el efluente o en los sedimentos generados
durante el tratamiento del agua. Al irrigar sembradios con agua tratada o utilizar los
sedimentos generados como abono, los PCP son transferidos al suelo y posteriormente a las
plantas, generando un riesgo para los organismos que los ingieran. Debido a que se ha
reportado que el consumo anual promedio de vegetales de un ser humano en ciertos paises

es de 100kg, ** la determinacion de PCP en plantas ha cobrado una gran importancia.

La irrigacion de sembradios utilizando agua tratada es una practica ampliamente utilizada en
la actualidad para atenuar la escasez de agua producida por los efectos del cambio climatico
(por ejemplo, lluvias irregulares), el rapido aumento de la poblacién y el crecimiento de la
urbanizacion. “24® Particularmente, es una actividad muy com(n en regiones aridas o

semiaridas en las que las principales fuentes de agua son la pluvial y la subterranea. 4

Una préactica mas riesgosa es la irrigacion de cultivos utilizando aguas negras, es decir, aguas
residuales sin tratamiento. Debido a la alta cantidad de materia organica presente en las aguas
negras, el riego de cultivos con ésta produce un aumento en la fertilidad del suelo, sin
embargo, los vegetales cultivados de esta manera pueden ocasionar diferentes infecciones al
ser ingeridos, ocasionando que no sea una practica recomendable. Adicionalmente, los
contaminantes que son parcialmente eliminados en el tratamiento del agua, como los PCP,

son aplicados directamente a los cultivos, aumentando el riesgo de su toxicidad. En 1994,
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México fue el segundo pais a nivel mundial en ocupar un mayor volumen de aguas negras en
la agricultura, por lo que la presencia de contaminantes en vegetales puede ser mayor que en

otros paises. °

Usar agua tratada para la irrigacion de cultivos es mas recomendable que desecharla en aguas
superficiales ya que las propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas del efluente (como pureza,
pH y presencia de microorganismos) puede afectar a la flora y fauna acuaticas. En regiones
aridas cercanas a la costa como la peninsula arabiga, la irrigacion con agua tratada permite
utilizar el agua desalinizado, cuya produccion es cuatro veces mas cara, para consumo

humano. 44

La irrigacion de sembradios con agua tratada no solo presenta la desventaja de transferir los
contaminantes presentes en el efluente a suelos y plantas, sino también a aguas subterraneas
a través de la filtracion de éstos en el suelo. *® Ademas, es posible que se comprometa la
calidad del suelo debido a que el exceso de nutrientes que proporciona el agua tratada puede
disminuir la conductividad hidraulica del suelo mediante la formacidén de biocapas que

obstaculicen el flujo de agua entre las particulas del suelo. 4

En casi cada etapa del tratamiento de agua en las PTAR se generan sedimentos que deben de
ser procesados antes de su desecho. Este proceso involucra la reduccion del volumen del
sedimento (mediante la eliminacion de agua), su estabilizacion (para disminuir su pestilencia
y la cantidad de patdgenos presentes) y un tratamiento quimico. Después de este proceso, el
sedimento ya puede ser utilizado como abono en la agricultura. A estos sedimentos tratados

se les conoce como “biosolidos”. 3047

El uso de biosélidos en la agricultura es el método de desecho mas comin para los
sedimentos generados en las PTAR. “ Debido a la gran cantidad de materia organica presente
en los biosolidos,  éstos aportan varios macro y micronutrientes necesarios para las plantas,
aumentando su eficiencia de crecimiento. *#® Gracias a la humedad y gran cantidad de
nutrientes proporcionada por los biosélidos ha sido posible el cultivo de plantas en regiones

poco fértiles o no propensas para la agricultura. >
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2.3.2. Transferencia de PCP a plantas

Una vez que los PCP son transferidos al suelo mediante la irrigacion con agua tratada o el
uso de biosdlidos, los contaminantes interaccionan con el suelo antes de migrar a las raices
de las plantas. Esta interaccion puede consistir en fendmenos de sorcion/desorcion o

degradacion. >

La sorcién de los PCP en el suelo depende de las propiedades fisicoquimicas de los
contaminantes (pKa y Kow) Yy del suelo (pH, humedad, cantidad de materia organica y
cantidad de microorganismos). Por ejemplo, en un suelo con alto contenido de materia
organica, los contaminantes neutros mas hidrofébicos (mayor valor de Kow) se sorberan mas

fuerte por lo que su biodisponibilidad para las plantas podria ser menor. “8

La sorcion de los PCP a la raiz depende de las propiedades fisicoquimicas de los
contaminantes, incluyendo la constante de Henry, solubilidad en agua, pKa y Kow. % Se ha
determinado en estudios hidropdnicos que el factor que determina de manera mas importante
la sorcion de contaminantes en la raiz es el Kow. °* En forma molecular, la sorcion de los
compuestos hidrofébicos a la raiz tiende a ser mayor que la de los hidrofilicos. Por otro lado,
la sorcion de compuestos cationicos es mas lenta debido a que la cinética de transferencia
i6nica a través de la membrana es menor. La sorcion de compuestos aniénicos suele ser la
menos favorable, probablemente debido al potencial eléctrico negativo de la

membrana. 6515455

Una vez en la raiz algunos contaminantes son transferidos a la parte aérea de la planta (tallo
y hojas) a traves del sistema de transpiracion de la planta. Los compuestos de carécter
hidrofilico son mas propensos a migrar a las hojas de las plantas mientras que los
hidrofébicos suelen ser retenidos en la raiz. ®°% En general, se ha observado que la
concentracion de los contaminantes emergentes en hojas es de 0.5 a 110 veces menor que la

de la raiz. %8

Debido a que la transpiracién de las plantas aumenta con la temperatura del entorno se ha
determinado que, en climas calidos, una mayor cantidad de disruptores endocrinos migran

de la raiz a la parte aérea de la planta que en climas frios. >’ A pesar de que la exposicion a
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los PCP debida a la ingesta de las hojas parece ser baja, ain no se conocen los efectos
cronicos debidos a dosis bajas de la mezcla de estos contaminantes o sus metabolitos. *8

2.4. Cromatografia de gases-espectrometria de masas

Para determinar los productos de cuidado personal (PCP) a nivel de trazas en muestras
complejas, se requiere de una técnica analitica instrumental sensible, precisa, rapida y
robusta. La cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas cumple con estos

requisitos.

2.4.1. Cromatografia de gases

De acuerdo con la Union Internacional de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC, por sus siglas
en inglés), la cromatografia se define como un método de separacion fisica en el que los
componentes a separar se distribuyen entre dos fases: una que se encuentra fija (fase
estacionaria) y otra que se mueve en una direccion definida (fase movil). *° Los componentes
de una mezcla son transportados por la fase mévil hacia la fase estacionaria y, debido a que

cada compuesto tiene una afinidad diferente a ambas fases, se produce su separacion.

Especificamente, la cromatografia de gases (GC, por sus siglas en inglés) utiliza un gas inerte
(normalmente H», He 0 N2) como fase mdvil y un solido o liquido como fase estacionaria.
La cromatografia gas-liquido es la mas utilizada. %1 En GC no existe una interaccion entre
los compuestos a separar y la fase movil, la retencion de los compuestos depende de su

afinidad a la fase estacionaria y de su presion de vapor. 861

En GC, los analitos deben de encontrarse en fase gaseosa para ser separados por lo que es
necesario que sean volatiles o semivolatiles (presion de vapor de 60 torr o mayor). La
volatilidad de una especie depende de su tamafio y polaridad: a mayor masa molecular y
polaridad, la volatilidad sera menor. Moléculas grandes no polares pueden ser mas volatiles
que moléculas pequerias polares, por lo que se deben de tomar en cuenta ambos parametros
al evaluar la volatilidad de una especie. Los compuestos con masa molecular alta pueden ser

analizados siempre y cuando sean termoestables a la temperatura de trabajo.
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Las ventajas de la CG son: analisis rapidos (normalmente de algunos minutos), alta eficiencia
de separacion (debido al amplio uso de columnas capilares), sensibilidad (ug mL? o
ng mL™), no destructiva, analisis cuantitativos precisos (coeficientes de variacion de 1-5 %),
requiere de pequefios volimenes de muestra (ML) y es mas barata que otras técnicas de
andlisis instrumental. % La GC hace posible el analisis cuantitativo de compuestos volatiles
y semivoléatiles en una gran variedad de mezclas complejas (como el anélisis simultaneo de
mas de cien compuestos en una muestra de petroleo) gracias a la alta eficiencia obtenida por

el uso de columnas capilares. &

2.4.2. Espectrometria de masas

La espectrometria de masas (MS, por sus siglas en inglés), es una técnica analitica de alta
sensibilidad utilizada para la identificacién de especies no conocidas a nivel de pico o
femtomoles y cuantificacion de analitos conocidos. La MS se basa en la ionizacion de los
atomos o moléculas de una muestra y su posterior analisis como iones gaseosos dependiendo
de su relacion masa/carga (m/z). ® Debido a que la colision de los iones con moléculas del
aire provocaria alteraciones en la trayectoria y fragmentaciones no deseadas, la fuente de
ionizacion y el analizador masico deben estar en alto vacio, con excepcion de las fuentes de

ionizacion disefiadas especialmente para trabajar a presion atmosférica. 645

La ionizacion electronica (anteriormente conocida como “impacto electrénico”) es una de las
técnicas de ionizacion mas utilizadas en MS. Consiste en la colision de los dtomos o
moléculas de la muestra con electrones acelerados, generados por un filamento
incandescente. Normalmente, la energia de los electrones es de 70 eV. Como la energia de
ionizacion de la mayoria de los compuestos organicos esta por debajo de 15-20 eV, la energia
de los electrones se encuentra en exceso, ocasionando la fragmentacion de las moléculas. Se
ha observado que la ionizacion electronica a 70 eV produce espectros de masas reproducibles
e independientes del instrumento utilizado por lo que se han creado grandes bases de datos

de espectros de masas para facilitar la identificacion de compuestos en una muestra. &

El cuadrupolo es un analizador masico ampliamente utilizado en GC-MS. Consiste en cuatro

barras metalicas paralelas con distancias diagonales idénticas entre si. A estas barras se les
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aplica un voltaje constante y uno oscilante de radiofrecuencia, lo que genera un campo
eléctrico que afecta la trayectoria de los iones a través del analizador masico. Al controlar el
campo eléctrico generado es posible permitir que solo los iones m/z determinadas lleguen al

detector. 6485

Existen dos modos de adquisicion de iones en el cuadrupolo: escaneo completo (“SCAN”) y
monitoreo selectivo de iones (SIM, por sus siglas en inglés). En el modo SCAN se detectan
todos los iones dentro de un intervalo de m/z determinado, creando un espectro de masas por
cada “escaneo” realizado. Una configuracion comun en el cuadrupolo es realizar de 1 a 2
escaneos por segundo, sin embargo, el nimero maximo de escaneos por unidad de tiempo
depende de cada equipo. Por otro lado, el modo SIM puede proporcionar una alta selectividad
al andlisis, ya que sélo detecta m/z especificos en un rango de tiempo determinado. De este
modo, el cuadrupolo puede seleccionar los iones caracteristicos de un compuesto en su
tiempo de retencion. Como resultado, el ruido disminuye junto con las posibles interferencias

a los analitos, aumentando la sensibilidad y selectividad del analisis. 526

La cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS) combina las
ventajas de ambas técnicas: la separacion rapida y eficiente propia de GC y la determinacion
estructural precisa caracteristica de MS. % El acoplamiento con MS proporciona a la GC una
sensibilidad igual o mejor que la alcanzada con otros detectores, siendo capaz de detectar
desde ng hasta pg de compuestos. 2 Debido a que GC y MS son técnicas muy compatibles
(ambas se realizan en fase gaseosa a flujos y temperaturas similares), el acoplamiento entre
los instrumentos solamente requiere un conducto conocido como “linea de transferencia”, a
través del que pasa el extremo de la columna, conectandola con la cAmara de ionizacion. En
la linea de transferencia se realiza el cambio de presién atmosférica propia del GC al alto

vacio requerido en MS. 6283

2.5. Preparacion de muestras

Los vegetales son matrices complejas que no pueden ser analizadas directamente mediante
técnicas instrumentales debido a que la gran cantidad de interferencias que presentan dificulta

su analisis, principalmente en la determinacion de compuestos a nivel de trazas. Por lo tanto,
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es necesario realizar un tratamiento de la muestra antes del analisis instrumental. La
preparacion de muestra consiste en la transformacion de una muestra a un formato en el que
sea mas favorable su analisis. ®” Su eleccion depende de las propiedades fisicoquimicas de la

matriz y analitos en cuestion, asi como de la técnica instrumental a utilizar. 88

La preparacion de muestra puede consistir en procesamiento preliminar (homogeneizacion,
ajuste de humedad o dilucion de la muestra), limpieza de la muestra, concentracién de los
analitos y/o la modificacion quimica de los compuestos estudiados. La limpieza es importante
en matrices que presentan compuestos que interfieren con el andlisis instrumental u
ocasionan problemas de solubilidad y adsorcion de los analitos en el extracto en la muestra.
Después de esta limpieza, normalmente se realiza la preconcentracion de los analitos para
facilitar su determinacion a nivel de trazas. Finalmente, la modificacién quimica de una
muestra (conocida como “derivatizacion”) se realiza para favorecer la disolucion de los

analitos en un medio o para favorecer su deteccion o separacion. 8

La preparacidn de muestra es el paso con mayor impacto ambiental de cualquier metodologia
analitica ya que requiere del uso abundante de disolventes, reactivos y energia. ®® Debido a
ésto, existe una tendencia a la miniaturizacion de la preparacion de muestra, generando
metodologias mas amigables con el medio ambiente que evitan el uso de reactivos toxicos,
disminuyen o eliminan el consumo de disolventes y reducen la energia y el tiempo requeridos
para el analisis. ®%7% Adicionalmente, se suelen combinar estas técnicas miniaturizadas en una

misma metodologia, haciendo posible el anélisis de una gran variedad de muestras. '

Comparado con la determinacion de contaminantes en agua, suelos o sedimento, los tejidos
de plantas presentan un desafio mayor debido a la presencia de pigmentos, grasas y materiales
cerosos que pueden ocasionar interferencias en el andlisis. ° El desarrollo en la preparacion
de muestra de matrices sélidas y semisélidas ha sido mas limitado que el de matrices liquidas
y viscosas. El analisis de este tipo de matrices normalmente comienza con la extraccion
exhaustiva de los analitos de la matriz, sin embargo, estas extracciones suelen ser poco
selectivas, por lo que es necesario realizar la purificacion del extracto y preconcentrar a los

analitos antes del andlisis instrumental. 872
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Ejemplos de técnicas de preparacion de muestra miniaturizadas para muestras sélidas son
extraccion con liquidos presurizados, extraccion asistida con microondas, extraccion asistida
con ultrasonido, extraccion con fluidos supercriticos y dispersion de matriz en fase sélida;
para muestras liquidas extraccion en fase solida, microextraccion en fase solida, extraccion
con barra magnética, microextraccion en gota y microextraccion liquido-liquido dispersiva;

para fases gaseosas purga y trampa, analisis de espacio de cabeza, entre otras. ®

En este trabajo se utilizo la dispersion de matriz en fase solida y la extraccion asistida por
ultrasonido-microextraccion en fase solida como técnicas de extraccion y preconcentracion,

por lo que se describirdn méas detalladamente.

2.5.1. Extraccion asistida por ultrasonido

Se conoce como ultrasonido a las ondas vibracionales con una frecuencia de 20 kHz a
500 MHz. El ultrasonido es utilizado en campos diversos como comunicacion animal,
deteccion de defectos en sdlidos, localizacion bajo el agua, escaneo fetal y tratamiento de
tumores. En quimica, se utiliza ultrasonido de 10-100 kHz para procesar materiales organicos
e inorganicos. ® Las aplicaciones mas comunes son preparacion de muestras, rompimiento
celular, homogeneizacion, reduccion de tamafio de particula, estudio de suelos, aceleracién

de reacciones quimicas, rompimiento de espumas y atomizacion. '

La extraccién asistida por ultrasonido (UAE, por sus siglas en inglés) es una técnica de
preparacion de muestras utilizada para la extraccion de compuestos de matrices sélidas y
semisolidas. Su funcionamiento se basa en la transmision de energia eléctrica a un
transductor que la convierte en vibraciones mecanicas. Posteriormente, las vibraciones son
amplificadas creando ondas de presion en el liquido que a su vez generan microburbujas en
el medio que se comprimen y contraen sucesivamente, aumentando de tamarfio en cada ciclo.
Cuando el diametro de las microburbujas produce inestabilidad en las mismas, colapsan
violentamente produciendo ondas de choque a una temperatura y presion aproximada de
5000 °C y 500 atm, respectivamente, que producen la degradacion de la matriz y la extraccion

de los analitos: este fendmeno es conocido como “cavitacion”. 37
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El ultrasonido puede ser generado mediante dos técnicas: magnetoestrictiva o piezoeléctrica.
La magnetoestrictiva consiste en la conversion de energia eléctrica en mecénica (o
vibracional) utilizando un espiral magnético unido a una pieza vibrante como niquel y
Terfenol-D (una aleacion de terbio, disprosio y hierro). La técnica piezoeléctrica se basa en
la conversion de energia eléctrica en energia eléctrica de alta frecuencia por medio de
cristales piezoeléctricos unidos a la parte del sistema que transmite el ultrasonido (por
ejemplo, una sonda). Ambas técnicas utilizan posteriormente un transductor que convierte la
energia eléctrica 0 mecéanica en ondas vibracionales, que son potenciadas utilizando un
amplificador que aumenta la amplitud de la onda. Finalmente, se utiliza una sonda para

transmitir las ondas ultrasonicas al liquido de extraccion. "

Varios factores pueden afectar la UAE como la amplitud de la onda, tamafio de la muestra,
presion y temperatura de extraccion, viscosidad, tension superficial y presion de vapor del
liquido de extraccion y cantidad de gases disueltos en el medio. Estos pardmetros varian
segun la aplicacion por lo que es necesario determinar las condiciones Optimas

empiricamente. ">7°

La UAE es utilizada en la extraccién de compuestos de frutas, vegetales y tejidos bioldgicos,
ya que la aplicacion del ultrasonido es capaz de romper membranas y paredes celulares,
liberando el contenido de la célula al medio de extraccion. "¢ La UAE es una técnica de
extraccion exhaustiva por lo que normalmente es necesaria la purificacion y preconcentracion

de los analitos antes del analisis instrumental.

2.5.2. Microextraccion en fase sélida

La microextraccion en fase sélida (SPME, por sus siglas en inglés) es una técnica
miniaturizada que se basa en la extraccion y preconcentracion de los analitos en un sorbente
de bajo volumen (normalmente menor a 1 pL). Existen varios modos en SPME, sin embargo,
el mas utilizado consiste en una fibra de silice recubierta con una capa delgada de un polimero
o liquido inmovilizado. " La SPME combina el muestreo, extraccion y, en algunas

ocasiones, la introduccion de los analitos al instrumento de analisis. "
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La fibra recubierta se encuentra en una aguja similar a la de una jeringa. Para manipular la
fibra facilmente, ésta se monta en un dispositivo conocida como “holder”. La muestra a
analizar normalmente se coloca en un vial cerrado con una tapa horadada equipada con una
septa de teflon. Para extraer a los analitos, se perfora la septa con la aguja y se expone la fibra
a la muestra o a sus vapores. Despueés de la extraccion, se retracta la fibra a la aguja y se retira
el holder del vial. 8 La desorcion de la fibra se suele realizar térmicamente en el inyector de
un cromatdgrafo de gases, sin embargo, en algunas ocasiones, se realiza en un disolvente

para su posterior analisis instrumental. &

Existen tres modos de extraccion en SPME: inmersion directa, extraccion en espacio de
cabeza y extraccion con membrana (Figura 6). EI modo de inmersién directa consiste en
exponer la fibra a una muestra liquida o gaseosa. La cantidad extraida de un analito (ne)
depende de su coeficiente de distribucion entre el sorbente y la muestra (Kess), el volumen del
sorbente y la muestra (Ve y Vs, respectivamente) y de la concentracion del analito en la

muestra (Cs). "® Matematicamente, esta relacion se expresa como:

_ Ke/sVsVe
ne

= 1)
Ke/sVe+VS

>
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Figura 6. Modos de extraccion en SPME: A. Inmersién; B. Espacio de cabeza; C. Membrana.
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Debido a que el volumen de la muestra es considerablemente méas grande que el volumen del
sorbente, se puede considerar que Vs>>KesVe, por lo que la Ecuacion (1) puede ser

simplificada a:
Ne = Ke/SVeCs )

La Ecuacion (2) muestra que la cantidad extraida del analito es independiente del volumen
de la muestra. Por ello, la SPME en inmersion directa puede ser utilizada en analisis
ambientales “en sitio” como rios, lagos o aire. La desventaja principal de este modo de
extraccion es que la inmersion de la fibra en matrices complejas puede ocasionar la sorcién
irreversible de interferencias, disminuyendo la eficiencia de extraccion y el tiempo de vida
de la fibra.

El modo espacio de cabeza o headspace consiste en exponer la fibra a los vapores de una
muestra sélida o liquida para extraer los analitos volatiles y semivolétiles. Este modo de
extraccion consiste en un sistema trifasico: la muestra, el sorbente y el gas inerte en el espacio
de cabeza. La cantidad del analito extraido al equilibrio (neeq) depende del coeficiente de
distribucion entre la muestra y el sorbente (Kes), el coeficiente de distribucion entre el gas
inerte y la muestra (Kgs), el volumen de la muestra, el sorbente y el gas inerte (Vs, Ve y Vg,
respectivamente) y de la concentracion del analito en la muestra (Cs). "® Matematicamente,

esta relacion se expresa como:

n _ Ke/sVeCsVs
e’eq Ke/SVe+Kg/SVg+VS

@)

Una de las ventajas de la extraccion en espacio de cabeza es que las muestras complejas

pueden ser extraidas sin dafar a la fibra ya que éstas no entran en contacto.

El modo de extraccion con membrana es utilizado para la extraccion de analitos no volatiles
en muestras liquidas complejas que pueden dafiar al sorbente o contener interferencias de alta
masa molecular. En estos casos se utilizan membranas o materiales de acceso restringido que
recubren y protegen a la fibra, resultando en analisis mas reproducibles y precisos. ’" En este
modo de extraccion, la extraccion de los analitos depende importantemente de su difusién en

la membrana.
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El parametro mas importante para la extraccion de los analitos en SPME es su afinidad al
sorbente. Existe una gran variedad de recubrimientos comerciales como polidimetilsiloxano,
divinilbenceno, poliacrilato, carboxen, polietilenglicol o una mezcla de ellos, sin embargo,
la necesidad de recubrimientos especificos para ciertos analisis ha llevado a la sintesis de

sorbentes “no comerciales”. "8

Normalmente, la desorcion de los compuestos extraidos se realiza exponiendo la fibra al
puerto de inyeccion de un cromatografo de gases o liquidos. EI tiempo de desorcion de un
analito es independiente de su Kes. Para compuestos de baja masa molecular extraidos en
una fibra con 100 um de espesor, se aproxima un tiempo de desorcion de 1 s en un inyector
de GCa200°C. "

2.5.3. Dispersion de matriz en fase sélida

La dispersion de matriz en fase sélida (MSPD, por sus siglas en inglés) es un proceso para la
disgregacion y extraccion de muestras sélidas y semisélidas. Se basa en la ruptura de la
estructura de la muestra, provocando la dispersion de los analitos y facilitando su extraccion
mediante la elucion con un disolvente. 8 En la Figura 7 se muestra un esquema del

procedimiento general de la MSPD.

muestra  dispersante

- _ Anilisis
_’ > .
instrumental

Dispersion Empaque

=il
11

- -

Limpieza Elucion

Figura 7. Esquema del procedimiento general de la MSPD.

El paso inicial de la MSPD consiste en la disgregacion de la muestra en un mortero junto con

un agente dispersante, que es un material sélido que funciona como un abrasivo, induciendo
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la ruptura de la estructura de la muestra, y como un sorbente que ayuda a completar la
dispersion de la misma. 82 Los agentes dispersantes mas comunes son silice quimicamente
unida a Cg 0 Cg, alimina y silicato de magnesio (conocido comercialmente como “Florisil”).
En algunas ocasiones también se utilizan materiales que no retienen a los analitos como arena
y tierra de diatomeas, ® abrasivos con propiedades desecantes como Na,SOs anhidro 8y,
recientemente, polimeros molecularmente impresos y nanotubos de carbono de paredes

multiples. 8 Normalmente se utiliza una relacion de muestra-dispersante de 1:4. 8

Una vez que se dispersa la muestra se transfiere a una columna (normalmente un cartucho de
polipropileno similar a los que se utilizan en extraccion en fase solida) que contiene un frit,
se comprime la mezcla y se coloca un frit en la parte superior de la misma. Posteriormente,
se agrega un disolvente en la parte superior de la columna para recuperar a los analitos, o
bien, varios disolventes para eliminar interferencias y después eluir a los compuestos de
interés. La elucion de las impurezas y de los analitos puede realizarse a presion atmosférica

o con ayuda de un sistema de vacio. &

Algunos procedimientos de MSPD utilizan co-columnas para aumentar la limpieza del
extracto. Para ésto se utilizan las fases dispersantes mencionadas anteriormente. La co-
columna normalmente se empaca en la parte inferior del mismo cartucho en el que se
encuentra la muestra dispersada. En otros casos, ésta se utiliza como una columna externa en

un arreglo de cartuchos apilados. 81:84

Para realizar extracciones mas rapidas y eficientes, la MSPD también es realizada utilizando
disolventes calientes y presurizados (como es el caso de la extraccion acelerada por
disolventes), sin embargo, debido a que este tipo de extraccién es poco selectiva,

normalmente se realiza un paso de limpieza del extracto antes del anélisis instrumental. &

Las ventajas que presenta la MSPD frente a otros métodos de preparacion de muestras solidas
son: el andlisis de muestras biologicas sin necesidad del pretratamiento de las mismas (por
ejemplo, liofilizacion), uso de bajos volumenes de disolventes, combinacidn de extraccion y
limpieza del extracto y alta eficiencia de extraccién, ya que toda la muestra se expone al

disolvente extractante. 8
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2.6. Antecedentes experimentales

Los PCP han sido determinados anteriormente en el medio ambiente, sin embargo, la mayoria
de los estudios se enfocan en matrices acuosas. Los métodos instrumentales mas utilizados
para el analisis ambiental de estos contaminantes son la cromatografia de liquidos y de gases

acopladas a espectrometria de masas. >

El andlisis simultaneo de filtros UV en agua normalmente se realiza mediante extraccion en
fase sélida (SPE, por sus siglas en inglés) seguida de cromatografia de liquidos acoplada a
espectrometria de masas. EI monitoreo de triclosan y metiltriclosan en agua normalmente se
realiza mediante SPE-GC-MS. Los PCP volatiles o semivolatiles (principalmente almizcles),
son comUnmente determinados mediante SPME o extraccion por sorcion en barra magnética
(SBSE, por sus siglas en inglés) con desorcion térmica en GC-MS. ° En la SPME en agua de
nitroalmizcles y almizcles policiclicos, se ha comparado la extraccién con varios
recubrimientos como PDMS, PDMS-DVB, PA, CAR-PDMS y CAR-DVB, encontrando que
PDMS-DVB permite una extraccion reproducible y eficiente de los analitos. 2732

Las concentraciones de los filtros UV, almizcles y agentes antimicrobianos detectados con
mayor frecuencia en aguas superficiales, biosélidos e influente y efluente de PTAR se
encuentran en la Tabla 2. La mayoria de estos intervalos estdn catalogados como
relevantemente toxicos para el medio ambiente. !” La concentracion en el efluente es menor
a la observada en el influente debido a la degradacién de los contaminantes durante el

tratamiento del agua y a la sorcién de los mismos en los sedimentos.

En la Tabla 3 se muestran metodologias desarrolladas para el anlisis de galaxolida, tonalida
y triclosan en tejidos de plantas. La extraccion normalmente consiste en una extraccion no
selectiva seguida de un paso de limpieza y preconcentracion. Los limites de deteccion
observados para estos compuestos en lechuga se encuentran entre 0.1 y 60 ng g. En la
investigacion bibliogréafica realizada hasta el 31 de marzo de 2017, no se encontraron reportes

del analisis de filtros UV en plantas.




Antecedentes

Tabla 2. Concentraciones de los filtros UV, almizcles y agentes antimicrobianos detectados con
mayor frecuencia en aguas superficiales, influente y efluente de PTAR y bios6lidos.

Aguas T
o Influente Efluente Biosolidos
Clase PCP superficiales . . .
N (hgmL")  (ngmL™) (Mg g™)
(ng mL™)
4-MBC
Octocrileno
Padimato-o
Filtros UV BP.3 1x104-7.30 V7 0.1-19 0.011-2.722  0.004-3.214 %
2-EHMC
Almizcles Galaxolida
o ] 2.9x10%-99Y  0.014-50% 0.002-10.5%  0.0162-27.188
policiclicos Tonalida
Antimicrobianos  Triclosan 1x104-60%  0.03-23.9% 0.01-6.88% 0.46-16.1 %
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Tabla 3. Andlisis de PCP en tejidos de plantas.

) _ o Limite de
Matriz Preparacion de Anélisis ) » )
] Analito deteccion  Recobro (%) Referencia
(masa) muestra instrumental )
(ng g™)
Raiz zanahoria, Galaxolida 20 63-102
Festuca pratensis QueChERS GC-MS Tonalida 20-50 65-97 88
(1-29) Triclosan 50-60 65-86
Lechuga S
UAE-SPE UPLC-MS/MS Triclosan 3 111-113 4
(0.2 9)
Lechuga, espinaca,
pepinillo, chile UAE-SPE UPLC-MS/MS Triclosan 6
(0.2 9)
Lolium, rabano o
UAE-SPE HPLC-MS/MS Triclosan 52

(19

UAE: extraccion asistida por ultrasonido; SPE: extraccién en fase sélida; HPLC: cromatografia de liquidos de alta eficiencia; UPLC: cromatografia de liquidos de ultra

alta eficiencia; GC: cromatografia de gases; MS: espectrometria de masas.
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Tabla 3. Andlisis de PCP en tejidos de plantas (continuacion).

] . o Limite de
Matriz Preparacion de Anélisis ) » )
) Analito deteccion  Recobro (%) Referencia
(masa) muestra instrumental )
(ng g~)
Papa, zanahoria,
jitomate ) )
UAE-SPE HPLC-MS/MS Triclosan 89
(059)
Soya )
) PLE-SPE HPLC-MS/MS Triclosan 48
Lechuga, zanahoria, _
o Galaxolida 0.1
pimiento SBSE GC-MS ) 90
Tonalida 0.3-0.6
(0.509)
Lechuga MSPD-PLE- Tonalida 6.6 92
GC-MS o 42
(0.59) LLE Triclosan 18.2 74

UAE: extraccion asistida por ultrasonido; PLE: extraccion con liquidos presurizados; MSPD: dispersién de matriz en fase sélida; SPE: extraccion en fase sélida; LLE:
extraccién liquido-liquido; SBSE: extraccion por sorcion en barra magnética; HPLC: cromatografia de liquidos de alta eficiencia; GC: cromatografia de gases; MS:
espectrometria de masas.
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Tabla 3. Andlisis de PCP en tejidos de plantas (continuacion).

_ _ o Limite de
Matriz Preparacion de Anélisis ) . )
) Analito deteccion  Recobro (%) Referencia
(masa) muestra instrumental .
(g g™)
Lechuga MSPD-PLE- Tonalida
GC-MS o 56
(0.509) LLE Triclosan
Galaxolida 1 118
Tonalida 1 121
Oxibenzona 1 109
4-MBC 1 118
Lechuga ) ]
029) UAE-SPME GC-MS Padimato-o 5 107 Este trabajo
<9 2-EHMC 1 97
Octocrileno 25 112
Triclosan 1 89
Metiltriclosan 1 116

UAE: extraccidn asistida por ultrasonido; PLE: extraccion con liquidos presurizados; MSPD: dispersion de matriz en fase s6lida; LLE: extraccidon liquido-liquido; SPME:

microextraccion en fase solida; GC: cromatografia de gases; MS: espectrometria de masas.
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3. Justificacion

Para conocer con certeza el riesgo toxicoldgico potencial que representa la presencia de PCP
en vegetales como la lechuga, es necesario desarrollar metodologias sensibles, precisas,
sencillas, rapidas y amigables con el medio ambiente para su determinacién. Los resultados
obtenidos con estas metodologias junto con estudios toxicoldgicos seran la base para el

establecimiento de normativas y regulaciones para los PCP en vegetales.

4. Objetivos

Objetivo general

Desarrollar una metodologia para la determinacion de productos de cuidado personal (PCP):
almizcles (galaxolida y tonalida), filtros UV (oxibenzona, 4-metil-benciliden canfor,
padimato-o, 2-etilhexil metoxicinamato y octocrileno), un agente antimicrobiano (triclosan)
y el metabolito principal de este ultimo (metiltriclosan), en lechuga mediante cromatografia

de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS).

Objetivos particulares

1. Desarrollar y optimizar un método para la determinacion de PCP en lechuga mediante
dispersion de matriz en fase solida (MSPD) seguida de GC-MS.

2. Desarrollar y optimizar un método para la determinacion de PCP en lechuga mediante
extraccion asistida por ultrasonido y microextraccion en fase solida (UAE-SPME)
seguida de GC-MS.

3. Aplicar la metodologia que presente mayores ventajas en términos de sensibilidad,

precision, sencillez y rapidez al analisis de lechugas cultivadas en el laboratorio.
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5. Desarrollo experimental

5.1. PCP estudiados

Enla Tabla 4 se muestra la estructura quimica, masa molecular, log Kow y pKa de los analitos,
asi como la abreviatura con las que se identificard cada PCP a lo largo del texto.

5.2. Reactivos, materiales y equipo

En el desarrollo y validacion de las metodologias se utilizaron: HHCB (55.8%, Sigma-
Aldrich, China). AHTN (99.3%) y MTC (99.1%), Sigma-Aldrich (EUA). BP-3 (100%),
Fluka (China). 4-MBC (99.7%) y OCT (99.2%), Fluka (Alemania). TC (97%), Fluka (Italia).
O-PABA (99%), Fluka (EUA). 2-EHMC (98.9%), Fluka (Suiza). N-metil-N-
terbutildimetilsilil trifluoroacetamida (MTBSTFA), Sigma-Aldrich (Suiza).
Benzo[a]antraceno en disolucion (100pgmL™t en diclorometano) y fenantreno (99%),
ChemService (EUA). Acetonitrilo y hexano (grado HPLC, J.T. Baker, EUA); acetato de etilo
(grado HPLC, J.T. Baker, México). Metanol grado reactivo J.T. Baker (Trinidad y Tobago).
Acetona (Q.P.), Distribuidora Quimica Alvi (Estado de México, México). Se prepar6 una
disolucion madre de cada compuesto en metanol o acetona y se almacenaron en viales de

vidrioa 2 °C.

Para la fortificacion del agua de riego se utilizaron los estandares siguientes: HHCB (50%,
Sigma-Aldrich, China). AHTN (>98%) y O-PABA (98%), Sigma-Aldrich (EUA). 4-MBC
(>98%), OCT (97%), Sigma-Aldrich (Alemania). 2-EHMC (98%), Sigma-Aldrich (Suiza).
BP-3 (99.92%), Fluka (EUA). La fortificacion con TC y MTC se realizé con los estandares

utilizados en el desarrollo y validacion de las metodologias.
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Tabla 4. Estructura y propiedades fisicoquimicas de los PCP estudiados.

Nombre comdn PM S
Nombre IUPAC o Estructura log Kow pKa
(abreviacion) (g mol?) (mg mL™?)
CH
1,3,4,6,7,8-hexahidro- ° HC  cH,
4,6,6,7,8,8-hexametil- Galaxolida
. CH,4 258.4 5.98 1.75%
ciclopenta[g]-2- (HHCB) ¢}
%m: benzopirano HaC CH,
N
E
< H;C CHs
1-(5,6,7,8-tetrahidro- . HsC CHs
) Tonalida
3,5,5,6,8,8-hexametil-2- 258.4 578 1.25%
] (AHTN) CH;
naftalenil)-etanona
H3C CH3 O
OH (0]
(2-hidroxi-4-metoxifenil) Oxibenzona
) 228.2 35 % 76 % 130 %
fenil-metanona (BP-3)
HaC
o
>
5
S
= CHg
LL
1,7,7-trimetil-3- . o HyC
L . 4-metil-benciliden canfor
[(4-metilfenil)metilen]- = 254.4 55 % 17 %
biciclo[2.2.1]heptan-2 (4-MBC)
iciclo[2.2.1]heptan-2-ona
[ Ihep \ CHa
H3C (@]

PM: peso molecular; Kow: constante de reparto octanol/agua; Ka: constante de acidez; S: solubilidad en agua.
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Tabla 4. Estructura y propiedades fisicoquimicas de los PCP estudiados (continuacion).

Nombre comun PM S
Nombre IUPAC L Estructura ) log Kow pKa .
(abreviacion) (g mol™) (ng mL™)
HsC
o OJ\/\/CHs
Acido 4-(dimetilamino)- Padimato-o
S ] 277.4 58 %2 - 4.7 %
2-etiletilhexiléster benzobico (O-PABA)
N
HyC” CHy
>
5
3 CH CHs
= Acido 3-(4-metoxifenil)- o o
I o 2-etilhexil metoxicinamato ¢
2-etilhexiléster \ 290.4 58 2 - 0.155%
o (2-EHMC) ° \ S
2-propidnico
O
Acido 2-ciano-3,3-difenil- Octocrileno 2
3615 69 %2 - 0.36 %

2-¢tilhexiléster 2-propiénico (OCT) O X O/j/\ACH:i
l
N

PM: peso molecular; Kow: constante de reparto octanol/agua; Ka: constante de acidez; S: solubilidad en agua.




Desarrollo experimental

Tabla 4. Estructura y propiedades fisicoquimicas de los PCP estudiados (continuacion).

Antimicrobianos

Nombre comun PM S
Nombre IUPAC L Estructura log Kow pKa
(abreviacion) (g mol?) (ug mL?)
Cl OH
5-cloro-2-(2,4-diclorofenoxi)- Triclosan (e}
289.6 48 % 793 1.39%
fenol (TC)
Cl Cl
CH
cl o” °
4-cloro-1-(2,4-diclorofenoxi)-  Metiltriclosan o
) 303.6 52 % 0.64 %
2-metoxi-benceno (MTC)
Cl Cl

PM: peso molecular; Kow: constante de reparto octanol/agua; Ka: constante de acidez; S: solubilidad en agua.
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Sonda ultrasonica Cole-Parmer, modelo CPX130PB (115 V, 130 W, 20 kHz) equipada con

punta de titanio.

Fibras de SPME con recubrimiento de polidimetilsiloxano-divinilbenceno (PDMS-DVB) de
65 pum de espesor y un dispositivo (holder) para soportar la fibra, Supelco (EUA).

Cis (PAH) de 45 pum de tamafio de particula, Chromabond (Diren, Alemania) y frits de
polietileno de 20 um de poro, Agilent (EUA).

Agua desionizada ultrapura tipo 1 se obtuvo de un equipo Millipore Direct-Q 3 UV.

5.3. Pretratamiento de muestras

El desarrollo de las metodologias se realizO utilizando lechuga francesa marca “eva”
adquirida en un supermercado. Antes de su uso, se cortaron todas las hojas de la lechuga y
se homogeneizaron en un procesador de alimentos marca Mouliunex. Los trozos de hoja de
lechuga fueron almacenados en recipientes sellados a 4 °C. Después de dos semanas de la
homogeneizacion de la lechuga se observaron alteraciones como el ennegrecimiento de las
mismas. Debido a ésto, fueron necesarias varias muestras de lechuga comercial a lo largo del
desarrollo de las metodologias, utilizando cada una de ellas en un plazo maximo de diez dias

después de su homogeneizacion.

Las lechugas analizadas con una de las metodologias desarrolladas fueron cultivadas en el
laboratorio utilizando semillas de lechuga francesa marca “Vita” adquiridas en un
supermercado. Antes del analisis de las “lechugas cultivadas”, se cortaron las hojas, se
enjuagaron con ~ 100 mL de agua desionizada para remover tierra y polvo, se secaron con

un papel libre de pelusas y se homogeneizaron en trozos pequefios con un cuchillo.

También se analizé la raiz de las lechugas cultivadas. Antes de su analisis, se separaron las
raices del resto de la lechuga, se enjuagaron con ~ 100 mL de agua desionizada para remover

tierra y polvo, se secaron con un papel libre de pelusa y se homogeneizaron con un cuchillo.
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5.4. Condiciones cromatograficas

El andlisis instrumental se realizé en un cromatografo de gases Agilent 6090N acoplado a un
espectrometro de masas 5973. Se utilizé un inyector split/splitless en modo splitless (1 min)
a 250 °C. Se equipd el cromatografo de gases con una columna Phenomenex Zebron ZB-5
(30 m X 0.25 mm X 0.25 um) para el método UAE-SPME-GC-MS y una Agilent J&W
DB-5MS (30 m X 0.25 mm X 0.25 pum) para MSPD-GC-MS. El programa de temperatura

aplicado fue: 120 °C durante 1 min, incremento de 10 °C min hasta 300 °C durante 5 min.

En el espectrometro de masas se utilizé electro ionizacion (70 eV) y un cuadrupolo como
analizador maésico. La temperatura de la linea de transferencia, fuente de ionizacion y

cuadrupolo fue de 280, 230 °C y 150 °C, respectivamente.

Para conocer los tiempos de retencion de los PCP estudiados se analiz6 una mezcla de
estandares (10 pg mL™) en modo SCAN (monitoreando m/z: 50-500) y se compararon con
los espectros adquiridos con la base de datos del Instituto Nacional de Estandarizacion y
Tecnologia de EUA (NIST). La identificacion y cuantificacion de los analitos se realizo en
modo de monitoreo selectivo de iones (SIM). Los interferentes extraidos con las dos
metodologias desarrolladas fueron diferentes, por lo que se selecciond para cada método a
los m/z que permitieran una selectividad mayor en el analisis instrumental, monitoreando en
todos los casos el m/z correspondiente al pico base de cada analito. En la Tabla 5 se muestran

los m/z utilizados en el estudio de cada compuesto.

5.5. Determinacion de PCP en lechuga mediante MSPD-GC-MS

Se desarroll6 una metodologia para la determinacion de PCP en lechuga mediante dispersion
de matriz en fase sélida seguida de cromatografia de gases acoplada a espectrometria de
masas (MSPD-GC-MS, por sus siglas en inglés). Se utilizo benzo[a]antraceno como estandar

interno.

Se utiliz6 C1s (PAH) como dispersante. Antes de su uso, se acondiciond transfiriendo 2g de
éste a un cartucho de polipropileno de 6mL al que previamente le colocé un frit en la parte

inferior y se agregaron 6mL de metanol al cartucho, permitiendo la elucion del disolvente
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por gravedad. Posteriormente, se dejo que el dispersante se secara completamente en el
cartucho al vacio durante 12h.

Tabla 5. m/z para la identificacion y cuantificacion de los analitos en modo SIM.

MSPD-GC-MS UAE-SPME-GC-MS

Compuesto

m/z m/z
HHCB 243,258 213,243
AHTN 243,258 213,243
BP-3 285* 227,228
4-MBC 211,254 211,254
O-PABA 165,277 165,277
2-EHMC 178 161,178
OCT 204,249 204,249
TC 200,345* 218,288
MTC 252,302 302,352

* Compuestos analizados como el t-butildimetilsilil derivado del analito original.

5.5.1. Procedimiento de MSPD-GC-MS

Se colocaron 200 mg de lechuga fresca homogeneizada y 400 mg de C1g (PAH), previamente
acondicionado, en un mortero de Agatha y se homogeneiz6 suavemente con el pistilo durante
8min, provocando la disgregacion de la muestra. Se transfirié la mezcla a un cartucho de
polipropileno de 6 mL de capacidad en el que previamente se habia colocado un frit en la
parte inferior, se coloco un frit en la parte superior del cartucho y se compacto la mezcla.
Posteriormente, se lavo el cartucho en el vacio utilizando 5 mL de una mezcla 9:1 de agua-
acetonitrilo y se dejo secar al vacio durante 1 h. Se eluyeron los analitos por gravedad con
5 mL de una mezcla de acetona-acetonitrilo (1:1) y se evapord el eluato aproximadamente a
1 mL en rotavapor (40 °C, 100 mbar). El extracto se transfirié a un vial de fondo conico y se
Ilevé a sequedad con un suave flujo de nitrégeno a 40 °C. Para realizar la derivatizacion se

reconstituyd con 50 pL de acetato de etilo, se agregaron 50 pL de MTBSTFA, se
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homogeneizd durante 1 min utilizando un agitador Vortex y se calentd a 80 °C durante
30 min. Después se llevo el derivado a temperatura ambiente, se adicionaron 10 pL de
benzo[a]antraceno a 5 pg mL™* (estandar interno, concentracion final 450 ng mL™1), se
homogeneiz6 en un agitador Vortex durante 1 min y se inyecté 1 uL al GC-MS. En la Figura

8 se muestra el diagrama del procedimiento.

400 mg C,, (PAH,
acondicionado) é
Q —lp — —

Dispersién  preparacién del Lavado (vacio)
cartucho 5mL
Agua-acetonitrilo (9:1), 1 h

200 mg lechuga
homogeneizada

+ 10 ul Blaja + 50 uL MTBSTFA

(5 ug mL1) | \ + 50 ul AcOEt | \

Llevar a sequedad:
- Rotavapor (100mbar, 40 °C)
-N, (40 °C)

Elucién
5mL
Acetona-acetonitrilo (1:1)

Analisis Derivatizacion
Inyectar 1 pL al GC-MS 30 min, 80 °C

Figura 8. Procedimiento optimizado para la determinacion de PCP en lechuga mediante MSPD-GC-
MS.

5.5.2. Optimizacion de MSPD-GC-MS

Se realiz6 la optimizacion con lechuga comercial, la cual fue homogeneizada como se indica
en la Seccion 5.3. Para fortificar la lechuga con los analitos se colocaron 100 6 200 mg de
ésta sobre papel aluminio, se agregaron 100uL de un estandar con los PCP en estudio para
obtener una concentracion de 100ng g™* de cada uno y se dejo equilibrando durante dos horas

antes de su analisis.
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Los pardmetros de la MSPD evaluados en el desarrollo de la metodologia fueron: disolvente

de elucidn, volumen de elucidn y cantidad de muestra.

5.5.2.1. Disolvente de elucion

Los disolventes evaluados fueron acetonitrilo y una mezcla acetona-acetonitrilo (1:1). Se
aplico la metodologia descrita en la Seccion 5.5.1. utilizando 100mg de lechuga y eluyendo

con 5mL del disolvente de elucion en estudio.

5.5.2.2. Volumen de elucion

Se estudio el volumen de la mezcla acetona-acetonitrilo (1:1) necesario para que los analitos
eluyeran completamente del cartucho. Para ésto se realizo el analisis de 100mg de lechuga
de acuerdo a la Seccién 5.5.1. adicionando consecutivamente al mismo cartucho 3, 2'y 2mL
de la mezcla de disolventes. Cada eluato fue analizado por separado para determinar el

volumen necesario con el que los analitos eluyeran totalmente de la dispersion.

5.5.2.3. Relacion muestra-dispersante

Se evalud la relacion muestra-dispersante manteniendo constante la masa de dispersante
(400 mg) y variando la cantidad de muestra utilizada (100, 200 y 400mg de lechuga). Se

realizé la elucién con 5mL de la mezcla acetona-acetonitrilo (1:1).

5.5.3. Validacion del método

Se realiz6 la validacion de la metodologia optimizada con lechuga comercial fortificada
(Seccién 5.5.2.), evaluando la repetibilidad intra-dia, linealidad, recobro y limites de

deteccidn y cuantificacion.
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5.5.3.1. Repetibilidad del método

Se evalud la repetibilidad intra-dia fortificando 200mg de lechuga a 100ng g y analizandola

mediante la metodologia optimizada (Seccién 5.5.1.). El estudio se realizo por triplicado.

5.5.3.2. Limites de deteccion (LD)

Se consider6 como limite de deteccién a la concentracion en la que la intensidad de sefial
fuera al menos tres veces la relacion sefial/ruido, con excepcion de los analitos que coeluian
con interferencias presentes en el blanco de lechuga, HHCB y toDMS-BP-3, cuyo limite de
deteccion fue considerado como la concentracién en la que el area de la sefial fuera al menos

dos veces mayor al area de la interferencia.

5.5.3.3. Limites de cuantificacion (LC)

Se consider6 como limite de cuantificacion a la concentracion en la que la intensidad de sefial
fuera al menos diez veces la relacion sefial/ruido, con excepcion de los analitos que coeluian
con interferencias presentes en el blanco de lechuga, HHCB y tbDMS-BP-3, cuyo limite de
cuantificacion fue considerado como la concentracion en la que el area de la sefial fuera al

menos diez veces mayor al area de la interferencia.

5.5.3.4. Linealidad

Se estudio la linealidad del método para cada analito mediante la elaboracion de una curva
de calibracion de cinco puntos, como se indica en la Tabla 6. El analisis se realizé por

triplicado.
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Tabla 6. Concentraciones evaluadas en la curva de calibracion del anélisis de PCP en lechuga
mediante MSPD-GC-MS.

Concentraciones evaluadas

Grupo Compuestos
(ng g?)
1 AHTN, 4-MBC, 2-EHMC, OCT, TC, MTC 50, 163, 275, 388, 500
2 HHCB, O-PABA 100, 200, 300, 400, 500
3 BP-3 200, 275, 350, 425, 500

5.5.3.5. Recobro

Para evaluar el recobro del método a 100 ng g%, se interpol6 en la curva de calibracion de
cada analito el area relativa de la repetibilidad intra-dia, obteniendo la concentracion predicha
para el compuesto. Posteriormente, el recobro se calculd6 matematicamente de la siguiente

manera:

concentraciéon predicha (ng g~
Recobro = P — (ng g~ * 100
100 ng g1

5.6. Determinacion de PCP en lechuga mediante UAE-SPME-GC-MS

Se desarroll6 y optimiz6 una metodologia para la determinacion de PCP en lechuga mediante
extraccion asistida por ultrasonido y microextraccion en fase sélida seguidas de
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (UAE-SPME-GC-MS). Se

utilizé fenantreno como estandar interno.

5.6.1. Procedimiento de UAE-SPME-GC-MS

Se colocaron 100 mg de lechuga en un vial de 11 mL y se adicionaron 5 mL de metanol. Se
introdujo la sonda ultrasonica a la mitad del volumen del disolvente y se extrajo durante
5 min al 80 % de amplitud de la onda. Se transfirié el sobrenadante a un tubo graduado en el
que se evapord a un volumen de 0.5 mL en rotavapor (40 °C, 100 mbar). Se transfiri6 el

extracto a un tubo de ensayo junto con 200 pL de metanol utilizados para el lavado del tubo
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graduado y se centrifugd a 3600 rpm durante 15 min. Posteriormente, se transfirio el
sobrenadante a un vial de 11 mL, se adicionaron 5 mL de agua desionizada junto con 10 pL
de fenantreno a 1000 ng mL™ (estandar interno, concentracion final 1.8 ng mL™) y se
homogeneiz6 en un agitador Vortex durante 1 min. Se adiciond una barra magnética de 10
mm de longitud, se sell6 con un tapdn horadado de polipropileno y una septa de teflon y se
agitd a 1200 rpm durante 5 min en una parrilla para equilibrar el sistema. Se realizé la SPME
por inmersién con una fibra de PDMS-DVB durante 25 min agitando a 1200 rpm a
temperatura ambiente. Después de la extraccion, se retrajo la fibra y se realizo la desorcion
térmica de los analitos exponiéndola al inyector del GC-MS a 250 °C. La desorcion se realiza
durante el primer minuto del andlisis cromatografico, sin embargo, se expuso mantuvo
expuesta la fibra durante 15 min para evitar acarreamiento de impurezas al andlisis siguiente.

En la Figura 9 se muestra un esquema del procedimiento.

S &
Transferir el
+5mL MeOH sobrenadante
— —_— —_— —_—
100 mg lechuga Vial 11 mL Evaporacion a 0.5 mL
homogeneizada Rotavapor (100 mbar, 40 °C})
UAE Centrifugacion

5 min, 80 % amplitud

|
!

15 min, 3600 rpm

Transferir a vial de 11 mL
+5 mL agua desionizada
+ 10 ul fenantreno (1000 ng g™)

|
i

I — —
Equilibrio
GC-MS 5 min, 1200 rpm
s
LD
Desorcién (inyector) Extraccion (SPME)
250 °C, 1 min Fibra PDMS/DVB, 25 min,
1200 rpm

Figura 9. Procedimiento optimizado para la determinacion de PCP en lechuga mediante UAE-SPME-
GC-MS.




Desarrollo experimental

5.6.2. Optimizacion de UAE

Se realizd la optimizacion con lechuga comercial homogeneizada como se indica en la

Seccion 5.3. Se fortificd a 100 ng g™ como se describe en la Seccion 5.5.2.

Se optimiz6 la UAE mediante un disefio de experimentos factorial 2° siguiendo la
metodologia descrita en la Seccion 5.6.1. Para el tratamiento de datos se utilizo el programa
Statgraphics Centurion XV. El tratamiento estadistico fue realizado con el 95% de confianza.
Los factores optimizados fueron tiempo de extraccion: 3 y 5min, cantidad de muestra: 100 y

200mg, y amplitud de la onda: 30 y 80%.

5.6.3. Optimizacién de SPME

Se optimizo la SPME-GC-MS en agua ultrapura (tipo 1) fortificada con los analitos a
10ng mL™. Los parametros optimizados para la SPME fueron: tiempo de extraccion,

temperatura de extraccion y tiempo de derivatizacion.

Se utilizaron fibras con recubrimiento de polidimetilsiloxano-divinilbenceno (PDMS-DVB).
Cada fibra nueva se acondiciond exponiéndola en el inyector del GC a 250 °C durante

30 min. Antes de cada anélisis se realizé un blanco de fibra.

5.6.3.1. Tiempo de extraccion

Se evaluaron 15, 25, 35 y 45 min de extraccion en la SPME. Se transfirieron 5 mL de agua
fortificada con cada uno de los analitos (10 ng mL™) a un vial de 11 mL, se adicionaron
100 pL de fenantreno (10 ng mL™, concentracion final 0.20 ng mL™) y se homogeneiz6 en
un agitador Vortex durante 1 min. Se adicion0 una barra de agitacion magnética de 10 mm
de longitud, se sell6 el vial con un tapon horadado de polipropileno y una septa de teflon y
se agitd a 1200 rpm durante 5 min en una parrilla para equilibrar el sistema. Se realizé la
SPME por inmersién con una fibrade PDMS-DVB durante el tiempo de extraccion evaluado,
agitando a 1200 rpm a temperatura ambiente. Después de la extraccion, se realizo la
derivatizacion en fibra exponiéndola al espacio de cabeza de un vial de 4 mL conteniendo 50

puL de MTBSTFA durante 15 min. Posteriormente se retrajo la fibra y se realizé la desorcion
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térmica exponiéndola en el inyector del GC-MS a 250 °C durante 1 min, pero se dejo
expuesta la fibra en el inyector durante 10 min para evitar el acarreo de impurezas para la

siguiente extraccion. El analisis se realizo por triplicado.

5.6.3.2. Temperatura de extraccion

Se evalu6 temperatura ambiente (23°C), 35, 45 y 55°C en la extraccion de los analitos de
agua fortificada como se indica en la Seccion 5.6.3.1. Se realizé la SPME durante 25min. El

analisis se realizo por triplicado.

5.6.3.3. Tiempo de derivatizacion

Se evaluo el tiempo de derivatizacion en fibra de los analitos estudiando 5, 10, 15, 20 y

25min. El andlisis se realizo por triplicado.

5.6.4. VValidacion del método

Se realizo la validacion de la metodologia descrita en la Seccion 5.6.1. con lechuga comercial
fortificada (Seccién 5.5.2.), evaluando la repetibilidad intra-dia e inter-dia, linealidad,

recobro y limites de deteccién y cuantificacion.

5.6.4.1. Repetibilidad

Se estudio la repetibilidad intradia de la metodologia a dos niveles: 100ng g* y 200ng g*. El
analisis se realizo por quintuplicado en ambos niveles. Posteriormente se evalud para cada
nivel la repetibilidad inter-dia a partir del quintuplicado del analisis intra-dia y dos analisis

por triplicado adicionales realizados en dias diferentes (n=11 para cada nivel).
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5.6.4.2. Limites de deteccion (LD)

Se consideré como limite de deteccion a la concentracion en la que la intensidad de la sefial
fuera al menos 3 veces la relacion sefial/ruido. En el caso de los analitos que coeluian con
interferencias presentes en el blanco de lechuga (HHCB, AHTN y BP-3), el limite de
deteccion fue la concentracion en la que el area de la sefial fuera al menos dos veces mayor

al area de la interferencia.

5.6.4.3. Limites de cuantificacion (LC)

Se consider6 como limite de cuantificacion a la concentracion en la que la intensidad de la
sefial fuera al menos 10 veces la relacidn sefal/ruido. En el caso de los analitos que coeluian
con interferencias presentes en el blanco de lechuga (HHCB, AHTN y BP-3), el limite de
cuantificacion fue la concentracion en la que el area de la sefial fuera al menos diez veces

mayor al area de la interferencia.

5.6.4.4. Linealidad

Se estudio la linealidad del método para cada analito mediante la elaboracion de una curva
de calibracion de cinco puntos, como se indica en la Tabla 7. El analisis se realiz6 por

triplicado.

5.6.4.5. Recobro

Para evaluar el recobro del método a 100 y 200 ng g%, se interpol6 en la curva de calibracion
de cada analito el area relativa de la repetibilidad intra-dia, obteniendo la concentracion
predicha para el compuesto. Posteriormente, el recobro se calcul6 matematicamente de la

siguiente manera:

concentracion predicha (ng g~ 1)
Recobro = — — % 100
concentracion evaluada(ng g=1)
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Tabla 7. Concentraciones evaluadas en la curva de calibracion del analisis de PCP en
lechuga mediante UAE-SPME-GC-MS.

Concentraciones evaluadas

Grupo Compuestos .
(ngg™)
HHCB, AHTN, BP-3, 4-MBC, 2-EHMC,
1 25, 81, 138, 194, 250
O-PABA, TC, MTC
2 OCT 50, 100, 150, 200, 250

5.7. Analisis de lechuga irrigada con agua fortificada

Procedimiento. Se sembraron varias semillas en una maceta de 1.85 L de capacidad
utilizando 1.1 kg de tierra comercial marca Vigoro. Cuando las plantulas alcanzaron una
altura aproximada de 5cm (~ 2 semanas), se eligieron las mejores y se trasplantaron
individualmente a macetas de 3.75 L de capacidad con 2.3 kg de tierra.

Se regaron las lechugas con agua de la llave. Cada irrigacion consistio en 500 mL,
aproximadamente, sin embargo, la cantidad de irrigaciones semanales necesarias para
mantener himeda la tierra vario dependiendo de la estacion del afio. En general, en primavera
y verano se irrigo las lechugas diariamente, en otofio tres veces a la semana y en invierno dos

veces a la semana.

Tres meses después de la siembra se dividié a las lechugas en dos grupos. El primer grupo
"lechugas cultivadas control™ se continuaron regando s6lo con agua de la llave. El segundo
grupo "lechugas cultivadas irrigadas con PCP" se irrigaron diariamente con 40mL de agua

de la llave fortificada con cada uno de los PCP en estudio a 1000ng mL™.

Aproximadamente cinco meses después de la siembra, se analizaron las lechugas cultivadas
control y las lechugas cultivadas irrigadas con PCP. Para ésto, se realizé el pretratamiento de
las hojas como se indica en la Seccion 5.3. y se analizaron mediante UAE-SPME-GC-MS

(Seccidn 5.6.1.). Todos los analisis se realizaron por triplicado.

En la Figura 10 se muestra una fotografia de una lechuga cultivada control en diferentes

etapas de su crecimiento.
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Figura 10. Lechuga cultivada control. Tiempo después de la siembra: A. 3 dias; B. 42 dias.

5.8. Andlisis de la raiz de las lechugas cultivadas

El analisis se realiz6 mediante UAE-SPME-GC-MS (Seccién 5.6.1.). Debido a la escasa
cantidad recuperada de raices (masa noja/masa raiz = 8, aproximadamente), sélo se analizaron

102.8 mg de lechuga cultivada control y 48.4 mg de lechuga cultivada irrigada con PCP.
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6. Resultados y discusion

6.1. Derivatizacion

De todos los compuestos estudiados, s6lo BP-3 y TC presentan un grupo hidroxilo que
disminuye su volatilidad, dificultando su anélisis mediante GC-MS. En el andlisis de lechuga
mediante MSPD-GC-MS, se realiz0 lasililacion de BP-3 y TC para mejorar su determinacion
mediante GC-MS. Para ésto, se llevo el extracto a sequedad, se reconstituyo en 50 uL de
acetato de etilo, se agregaron 50 pL de MTBSTFA vy se calentd durante 30 min. Debido a
que el agente sililante (MTBSTFA) so6lo reacciona con hidrégenos &cidos, los demas analitos
no fueron afectados por la derivatizacion. La reaccion quimica (mostrada en la Figura 11)
consistio en la sustitucion del hidrogeno acido de BP-3 y TC por un grupo t-butildimetilsilil
(tbDMS), produciendo los derivados t-butildimetilsilil-oxibenzona (tbDMS-BP-3) vy t-
butildimetilsilil-triclosan (tbDMS-TC).

GCHs CHs

HsC CHs
oH ‘0 H3C+CH3 s
7

O O + H3C7S‘i7CH3 > HiC
N CF4
ch\o H3C/ \|(
o HSC\o

N-metil-N-t-butildimetilsilil
BP-3 trifluoroacetamida (MTBSTFA) tbDMS-BP-3

CHy
Hac—‘—CHa si
o + Hacfs‘icha , CH,
N _CFq o
cl cl HaC \[r
o cl cl

N-metil-N-t-butildimetilsilil
rc trifluoroacetamida (MTBSTFA) tbDMS-TC

Figura 11. Reaccion de derivatizacion de BP-3y TC con MTBSTFA.

6.2. Determinacion de PCP en lechuga mediante MSPD-GC-MS

La MSPD es una técnica que combina la extraccion de compuestos de matrices solidas,
semisolidas o viscosas y la limpieza del extracto. Debido a que en la elucion de los analitos

se arrastran impurezas de la muestra que pueden ocasionar interferencias en el analisis, en
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algunos casos se realiza una limpieza adicional después de la extraccion con MSPD. En este
trabajo no se implement6é dicha limpieza debido a que no se observaron demasiadas
interferencias en el analisis del blanco de lechuga (Seccion 6.2.1.3.). Adicionalmente, la
limpieza ocasionaria un aumento en el tiempo de analisis y reactivos utilizados, significando

una desventaja importante con respecto a la UAE-SPME-GC-MS desarrollada.

Inicialmente se utiliz6 fenantreno como estandar interno, sin embargo, debido la presencia
de una interferencia en el mismo tiempo de retencidn observada en el blanco de lechuga, se

cambio por benzo[a]antraceno.

6.2.1. Optimizacién de MSPD-GC-MS
6.2.1.1. Disolvente de elucién

Ya que el dispersante utilizado fue Cis, la elucion de los analitos se debia de realizar con los
disolventes polares o de polaridad intermedia normalmente utilizados en HPLC de fase
reversa (agua, metanol, acetonitrilo o una mezcla de éstos). Los analitos son poco solubles
en agua (como indica la Tabla 3) y la eluciébn con metanol produce aumenta
considerablemente la extraccion de pigmentos, los cuales dificultan la preparacion de
muestra y podrian interferir con el andlisis instrumental; por lo tanto, se evaluo acetonitrilo

como disolvente de elucién.

Al realizar un blanco de lechuga eluyendo con acetonitrilo, se observaron pequefios picos en
los tiempos de retencion de HHCB, AHTN, 4-MBC, tbDMS-BP-3 y 2-EHMC (Figura 12.
A). Para disminuir las interferencias extraidas, se prob6 disminuir la polaridad del disolvente
de elucién con utilizando la mezcla acetona-acetonitrilo (1:1). Al utilizar esta mezcla de
elucion, se obtuvieron cromatogramas mas limpios, sin embargo, también se observaron
interferencias para HHCB y tbDMS-BP-3 (Figura 12. B). Se seleccion6 como Optima para
la elucion la mezcla acetona-acetonitrilo (1:1) ya que, con ésta, se eluy6é una menor cantidad

de impurezas procedentes de la matriz.
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Figura 12. Analisis por MSPD-GC-MS en modo SIM de un blanco de lechuga utilizando como
disolvente de elucion. A. Acetonitrilo; B. Mezcla acetona-acetonitrilo (1:1).

6.2.1.2. Volumen de elucién

Al eluir un mismo cartucho consecutivamente con 3, 2 y 2mL de la mezcla acetona-
acetonitrilo (1:1), se determin6 que los analitos, con excepcion de BP-3, se recuperaron
totalmente con los 3mL iniciales, ya que en el analisis de las dos eluciones siguientes no se
observd a estos compuestos. BP-3 requirio en total de 5mL (3+2mL) para eluir
completamente. Se eligié como volumen de elucién dptimo 5mL para recuperar totalmente

a todos los analitos utilizando el volumen minimo de la mezcla de disolventes.
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6.2.1.3. Relacion muestra-dispersante

Se mantuvo constante la masa del dispersante (400 mg) durante este estudio. Al utilizar
400 mg de muestra (relacion muestra-dispersante 1:1) se observo que, a mayor masa de
lechuga analizada, aumentaba la extraccion de pigmentos, lo que dificultaba la evaporacion
del extracto para su preconcentracion. Por otro lado, al analizar 100 0 200 mg de muestra
(relacion 1:4 y 1:2, respectivamente), se extrajeron menos pigmentos, lo que facilito la
evaporacion del extracto. Se selecciond una relacion 1:2 (200 mg de lechuga y 400 mg de
dispersante) como Optima para analizar concentraciones traza de contaminantes sin

interferencias de los pigmentos.

En la Figura 13 se muestra un cromatograma del analisis de PCP en lechuga fortificada a
100ng g mediante MSPD-GC-MS utilizando la metodologia optimizada, descrita en la

Seccion 5.5.1.
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Figura 13. Anélisis por MSPD-GC-MS en modo SIM de lechuga comercial fortificada a 100 ng g*
con los PCP estudiados. 1. HHCB; 2. AHTN; 3. 4-MBC; 4. MTC; 5. O-PABA; 6. tbDMS-BP-3;
7. 2-EHMC,; 8. tbDMS-TC; 9. OCT; E.I. Benzo[a]antraceno.
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6.2.2. Validacion del método
6.2.2.1. Repetibilidad

Se obtuvieron %CV menores al 12% con excepcion de HHCB y 2-EHMC (CV<23%), lo que
es aceptable para un analisis a nivel de trazas. ® En la Tabla 8 se muestran los coeficientes

de variacién (%CV) intra-dia determinados para cada analito.

6.2.2.2. Limites de deteccion (LD) y cuantificacion (LC)

Debido a las interferencias observadas, los LD y LC de HHCB y tbDMS-BP-3 fueron
mayores a los determinados para los otros PCP en estudio (Tabla 8). De acuerdo con la
Seccion 2.6., el LD de HHCB fue mayor a los reportados en la literatura (0.1-25 ng g%), por
otra parte, se alcanzaron LD aceptables para la mayoria de los filtros UV (LD<25 ng g}), los

cuales no habian sido determinados anteriormente en vegetales.

6.2.2.3. Linealidad

Se observo una tendencia lineal para todos los casos (R?>0.9700), con excepcion de
tbDMS-BP-3 (R?=0.9156), probablemente debido a la variacion de la interferencia observada
en el blanco de lechuga. Los coeficientes de determinacion (R?) y las ecuaciones lineales para
cada analito se encuentran en la Tabla 8. En el Anexo | se muestran las curvas de calibracion

de los PCP en estudio.

6.2.2.4. Recobro

Como se muestra en la Tabla 8, se obtuvieron recobros aceptables (100 £ 20 %) para todos
los analitos con excepcion de HHCB, AHTN y MTC. Al calcular el recobro de HHCB se
obtuvo un CV mayor al 500% debido a la variacion de la interferencia observada en el tiempo
de retencion de este analito. Ya que este resultado es ildgico, el recobro de HHCB no fue

reportado.
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Tabla 8. Resultados de la validacidon para la determinacion de PCP en lechuga mediante MSPD-GC-MS.

CV (%) Recobro (%)
LD LC o Intervalo
Compuesto 100 ng g* Ecuacion lineal R? 100 ng g*
(ngg") (ngg?) lineal (ng g)
(n=3) (n=3)
HHCB 22.74 75 100  y=0.0036x+0.7144 100-500 0.9829 ---
AHTN 7.07 25 50 y=0.0033x+0.2335 50-500 0.9823 56.32 +£13.46
tbDMS-BP-3 11.87 100 >200 y=0.0090x+0.8812 200-500 0.9156 79.64 + 11.66
4-MBC 5.79 25 50 y=0.0016x+0.0823 50-500 0.9729 87.23+7.92
O-PABA 11.50 50 100 y=0.0066x+0.2016 100-500 0.9958 89.41+15.42
2-EHMC 20.35 25 50 y=0.0041x+0.1279 50-500 0.9916 87.71+23.22
OCT 8.64 25 50 y=0.0016x+0.0537 50-500 0.9977 126.26 +10.94
tbDMS-TC 11.12 25 50 y=0.0039x+0.1712 50-500 0.9983 81.80+17.05
MTC 3.65 25 50 y=0.0017x+0.0722 50-500 0.9749 76.81 £5.67
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6.3. Determinacion de PCP en lechuga mediante UAE-SPME-GC-MS

Para realizar una extraccion eficiente con la sonda ultrasonica es necesario aumentar la
homogeneidad y la superficie de contacto de la muestra, % por lo que en los ensayos
preliminares se utilizo lechuga liofilizada y pulverizada. Sin embargo, después de la UAE no
fue posible separar del extracto las particulas de muestra suspendidas, resultando en su
presencia durante la SPME. Debido a que las particulas de lechuga pueden adsorberse en el
sorbente de la fibra, disminuyendo su eficiencia e incluso dafiar a la fibra, se decidié analizar
lechuga fresca en lugar de liofilizada, a pesar de que ésto pudiera disminuir la precision y
eficiencia del método debido al decremento en la homogeneidad y superficie de contacto de
la muestra. Al realizar la UAE de una lechuga blanco se obtuvo un extracto transparente de

color verde claro, por lo que fue posible analizarlo mediante SPME sin dafiar la fibra.

Al analizar lechuga fortificada utilizando una columna nueva (la anterior perdio eficiencia),
se observo la coelucion de toDMS-BP-3 y 2-EHMC. Ya que no fue posible separar a estos
compuestos mediante la modificacion del programa de temperatura, se realizaron pruebas sin
derivatizacion, observando la separacion a linea base de todos los analitos. Debido a ésto, se
elimind la derivatizacion de la metodologia. Al no realizar la derivatizacion, la respuesta de
todos los analitos disminuyd, probablemente debido a que la presencia de MTBSTFA
mejoraba su transferencia del inyector a la columna, sin embargo, al omitir el paso de
derivatizacion, el tiempo de andlisis disminuyd y se evitd el uso de un reactivo tdxico en la

metodologia.

6.3.1. Optimizacion de UAE

El disefio de experimentos para la optimizacion de la UAE mostro la importancia de los

factores estudiados: tiempo de extraccién, amplitud de la onda y cantidad de muestra.

Los diagramas de Pareto obtenidos del disefio de experimentos (Anexo Il) mostraron la
influencia de los factores en la extraccion individual de cada analito. La extraccion con
100 mg de muestra fue significativa para O-PABA y 2-EHMC. Los demas factores e

interacciones binarias entre factores no fueron estadisticamente significativos para ninguno
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de los compuestos estudiados. Por lo tanto, se consideré 100 mg como el valor éptimo de

muestra.

Debido a que, en la mayoria de los casos, la variacion de los factores no es significativa en
la extraccion de los analitos, es posible que dichas variaciones sean demasiado pequefias
como para observar un cambio en la respuesta. Sin embargo, los niveles evaluados de la masa
de lechuga y tiempo de extraccion debian de ser magnitudes bajas debido a que el objetivo
del trabajo era desarrollar una metodologia miniaturizada. Adicionalmente, los valores
estudiados para cada factor son comunmente utilizados en la UAE de alimentos en la
literatura. % Por otro lado, a pesar de que la variacion de la amplitud de onda fue pronunciada,

también se observo que la extraccién de los analitos no dependia de ésta.

El tiempo de extraccién y amplitud de onda seleccionados para la metodologia fueron 5 min
y 80 %, respectivamente, ya que una amplitud de onda mayor ocasiona que la cavitacion sea
mas fuerte y, al aplicarla durante mas tiempo, se provoca la ruptura de los trozos de lechuga
en particulas mas pequefias, aumentando la homogeneidad y superficie de contacto de la

muestra.

Utilizando las condiciones optimizadas, se realizo el analisis de lechuga comercial blanco y
fortificada con los PCP estudiados a 100 ng g* (Figura 14). La alta selectividad de la SPME
permitié que el blanco de lechuga presentara pocas impurezas de la matriz, sin embargo, se
observo la presencia de picos en los tiempos de retencion de HHCB, AHTN y BP-3. Debido
a que estas interferencias fueron poco intensas, no afectaron significativamente al analisis.
En la extraccion de la lechuga fortificada se observd una resolucién adecuada para todos los

analitos.

6.3.2. Optimizacion de SPME

La optimizacion de SPME-GC-MS se realizé en agua fortificada con los PCP estudiados. El
recubrimiento de la fibra utilizada, PDMS-DVB, ha sido aplicado anteriormente al analisis
de HHCB y AHTN con buenos resultados (Seccion 2.6). 22 Debido al caracter
medianamente polar del recubrimiento, se esperaba que también extrajera eficientemente a

los demas analitos, sin embargo, se predijo una extraccion menor para OCT, debido a que su
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alto caracter hidrofébico (log Kow=6.9) probablemente disminuiria su afinidad por el

sorbente.
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Figura 14. Andlisis por UAE-SPME-GC-MS en modo SIM de lechuga comercial. A. Blanco de
lechuga; B. Lechuga fortificada a 100 ng g*. 1. HHCB; 2. AHTN; 3. 4-MBC; 4. MTC; 5. O-PABA,
6. BP-3; 7. 2-EHMC; 8. TC; 9. OCT,; E.I. Fenantreno.
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6.3.2.1. Tiempo de extraccion

Se observo que, en el intervalo de tiempo estudiado, HHCB, AHTN, 4-MBC, O-PABA,
2-EHMC y MTC se encontraron en el intervalo cinético. La extraccion de BP-3 y TC
presentd un maximo en 35 min y la de OCT se mantuvo constante hasta los 25min y
disminuyd ligeramente a tiempos mayores. La precision del anélisis dependié del tiempo de
extraccion. Se observo alta variabilidad para BP-3 y OCT en todos tiempos evaluados (CV
de 30-65 %); en 35 y 45 min para O-PABA 'y 2-EHMC (CV>30 %) y a los 45 min para TC.
Debido a que algunos compuestos presentaron variabilidad mayor a 35 y 45 min de
extraccion, se escogié 25 min como el valor 6ptimo. En el Anexo 111 se muestran la variacién

de la respuesta con respecto al tiempo de extraccién para cada PCP estudiado.

6.3.2.2. Temperatura de extraccion

La respuesta de los analitos no aumentd significativamente con la temperatura.
Adicionalmente, la variabilidad del andlisis a temperatura ambiente fue menor para todos los

analitos. Por lo tanto, se eligié a temperatura ambiente como el valor 6ptimo.

6.3.2.3. Tiempo de derivatizacion

La variacion del tiempo de derivatizacién en fibra no influy6 significativamente en la
respuesta de toDMS-BP-3 y tbDMS-TC. A pesar de que los PCP restantes no reaccionan
quimicamente con MTBSTFA, se observé que la variabilidad de todos los analitos aumentd
al utilizar 5 min de derivatizacion. Para minimizar el tiempo de anélisis y la variabilidad, se

eligié 10 min como el tiempo de derivatizacion optimo.

En la Figura 15 se muestra un cromatograma del analisis de agua desionizada y agua
fortificada a 10 ng g* con los PCP estudiados mediante SPME-GC-MS. En el Anexo IV se
muestra el estudio de la precision y linealidad de la SPME-GC-MS.
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Figura 15. Analisis por SPME-GC-MS en modo SIM de agua. A. Blanco de agua; B. Agua fortificada
con los PCP a 10 ng mL™. 1. HHCB; 2. AHTN; 3. 4-MBC; 4. MTC; 5. O-PABA; 6. thDMS-BP-3;
7. 2-EHMC; 8. tbDMS-TC; 9. OCT:; E.Il. Fenantreno.

6.3.3. Validacién del método
6.3.3.1. Repetibilidad del método

En la Tabla 9 se muestra la repetibilidad intra e inter-dia del método expresada como el %CV
del analisis. Como se esperaba, la variacion a 200 ng g* fue menor a la de 100 ng g para
casi todos los analitos. En general, se observo que el %CV del analisis intra e inter-dia fue
similar (5 %), con excepcion de 2-EHMC y OCT en 100 ng g*.
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6.3.3.2. Limites de deteccién y cuantificacién del método

El LD de HHCB AHTN y TC (1ng g™* para los tres) es comparable con los mencionados en
la literatura (Seccion 2.6.). El LC de HHCB (80ng g) fue mayor al de los otros analitos
debido a la interferencia observada en su tiempo de retencion y a su menor sensibilidad. OCT
present6 un LD mayor que los otros analitos, probablemente debido a su baja volatilidad y a
su menor afinidad por el recubrimiento de la fibra debido a su fuerte caracter hidrofobico. A
pesar de la presencia de una interferencia en el tiempo de retencion de HHCB, el limite de
deteccion de este compuesto es similar al de otros analitos (1 ng g*) debido a que su respuesta
es alta; sin embargo, debido a su baja sensibilidad y a la variacién de la interferencia, es
necesario aumentar significativamente su concentracion para llegar al limite de
cuantificacion (80 ng g1). En la Tabla 9 se muestran los LD y LC obtenidos para cada

analito.

6.3.3.3 Linealidad del método

Se observo una tendencia lineal (R?>0.9700) para la todos los analitos con excepcion de
OCT (R?=0.9648). En el Anexo V se muestran las curvas de calibracion de cada analito. En
la Tabla 9 se muestra la linealidad observada para cada analito, representada como R2.

6.3.3.4. Recobro

Como se muestra en la Tabla 9, se obtuvieron recobros aceptables (100 £ 20 %) a
100 ng g* para todos los analitos, sin embargo, se observé una tendencia en los recobros a

200 ng g ya que en todos los casos fueron mayores al 118 %.
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Tabla 9. Resultados de la validacion para la determinacion de PCP en lechuga mediante UAE-SPME-GC-MS.

Intra-dia Inter-dia
CV (%) CV (%) CV (%) CV (%)
LD LC o Intervalo
Compuesto 100ng g! 200ngg? 100ngg?! 200ngg* Ecuacion lineal R?
(ngg?) (ngg™) lineal (ng g*)

(n=5) (n=5) (n=11) (n=11)
HHCB 16.15 0.88 11.07 14.25 1 80 y=0.0031x+0.0405 25-250 0.9949
AHTN 16.63 10.84 11.67 12.31 1 5 y=0.0021x-0.0028 25-250 0.9948
BP-3 24.46 16.07 26.02 20.02 1 5 y=0.0059x-0.0561 25-250 0.9777
4-MBC 19.12 12.27 14.81 15.32 1 5 y=0.0016x-0.0123 25-250 0.9991
O-PABA 12.89 13.10 17.71 11.69 5 10 y=0.0009x-0.0082 25-250 0.9900
2-EHMC 15.90 16.37 28.48 13.83 1 5 y=0.0005x-0.0052 25-250 0.9853
OCT 17.52 23.30 32.34 21.15 25 50 y=5*10"°x-0.0015 50-250 0.9648
TC 17.26 14.99 18.92 14.61 1 5 y=0.0009x+0.0324 25-250 0.9702

MTC 12.56 10.16 9.39 10.05 1 5 y=0.0006x+0.0099 25-250 0.9844
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Tabla 9. Resultados de la validacion para la determinacion de PCP en lechuga mediante UAE-SPME-GC-MS.

Recobro (%) Recobro (%)

Compuesto 100ng g* 200ng g*

(n=5) (n=5)

HHCB 117.65+17.95 130.63 £10.37
AHTN 121.40 +£16.45 133.21 +10.79
BP-3 109.42 +22.34 130.73 £ 15.48
4-MBC 117.65+17.87 130.64 +£11.91
O-PABA 107.28+11.79 121.56 £12.61
2-EHMC  96.74+£14.19 118.02 +15.65
OCT 112,18 £+ 12.83 135.61 +28.10
TC 88.59 +24.27 124.04+17.16
MTC 116.33 £ 14.34 129.46 +10.81
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6.4. Comparacion de MSPD-GC-MS y UAE-SPME-GC-MS en el anélisis de PCP

en lechuga

En la Tabla 10 se compara la sensibilidad, precision y linealidad de las metodologias
desarrolladas para el analisis de PCP en lechuga. Con base en los LD, se observo que UAE-
SPME-GC-MS es de 2 a 100 veces mas sensible que MSPD-GC-MS. Esto se debe a la
selectividad y preconcentracion de los analitos que proporciona la SPME.

En general, la variabilidad intra-dia a 100 ng g** en MSPD-GC-MS fue menor a la de UAE-
SPME-GC-MS. Esto no se esperaba debido a que MSPD requiere mayor manipulacion de la
muestra, lo que ocasiona que la variacion del andlisis aumente. Probablemente, la
variabilidad de UAE-SPME-GC-MS es mayor debido a la heterogeneidad de los trozos de
lechuga analizados ya que, como se describid en la Seccidn 6.3., el tamafio de la muestra es
un parametro critico en la UAE. A pesar de ésto, la precision de UAE-SPME-GC-MS
(CV<25 %) es totalmente aceptable para el analisis de PCP en lechuga a nivel de trazas.

La linealidad de los analitos en los intervalos de concentracion estudiados fue similar para
ambos métodos, con excepcion de BP-3 en MSPD-GC-MS (R?=0.9156). La linealidad y
precision de OCT fueron menores en UAE-SPME-GC-MS, probablemente debido a que es
una molécula altamente hidrofébica (log Kow=6.9) y el recubrimiento de la fibra utilizada
(PDMS-DVB) es medianamente polar, por lo que la afinidad compuesto-sorbente es menor
con respecto a los otros analitos. Sin embargo, los limites de deteccion y cuantificacion de
OCT fueron menores en UAE-SPME-GC-MS debido a la preconcentracion de la SPME.

La preparacion de muestra mediante UAE-SPME presentd méas ventajas que por MSPD, ya
que requiri6 menor tiempo de andlisis, manipulaciébn de muestra y materiales.
Adicionalmente, la cantidad de pigmentos en las hojas de lechuga es un problema importante
en la MSPD debido a que dificultan la evaporacion del extracto como se menciono en la

Seccion 6.2.1.3., problema que no se observé en la UAE-SPME.
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Tabla 10. Comparacién de sensibilidad, precision, linealidad y recobro de las metodologias para el analisis de PCP en lechuga mediante GC-MS.

LD (ngg?) LC (ngg?) %CYV intra-dia (100ng g}) R?

Compuesto  MSPD  UAE-SPME  MSPD  UAE-SPME MSPD UAE-SPME — MSPD UAE-SPME
(n=3) (n=5) (n=3) (n=3)
HHCB 75 1 100 80 22.74 16.15 0.0829  0.9949
AHTN 25 1 50 5 7.07 16.63 09823  0.9948
BP-3 100 1 >200 5 11.87 24.46 09156  0.9777
4-MBC 25 1 50 5 5.79 19.12 09729  0.9991
O-PABA 50 5 100 10 11.50 12.89 0.9958  0.9900
2-EHMC 25 1 50 5 20.35 15.90 0.9916  0.9853
ocT 25 25 50 50 8.64 17.52 0.9977  0.9648
TC 25 1 50 5 11.12 17.26 0.9983  0.9702
MTC 25 1 50 5 3.65 12.56 0.9749  0.9844
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Tabla 10. Comparacién de sensibilidad, precision, linealidad y recobro de las metodologias para el analisis de PCP en lechuga mediante GC-MS
(continuacion).

Recobro (100 ng g%)
MSPD UAE-SPME
Compuesto
(n=5) (n=5)
HHCB --- 117.65+17.95

AHTN 56.32 +13.46 121.40+16.45
BP-3 79.64 +11.66 109.42 +22.34
4-MBC 87.23+7.92 117.65+17.87
O-PABA  89.41+15.42 107.28+11.79
2-EHMC  87.71+23.22 96.74+14.19
OoCT 126.26 +10.94 112.18 +12.83
TC 81.80+17.05 88.59 +24.27
MTC 76.81 +5.67 116.33+14.34
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Por todas las ventajas mencionadas, se selecciond UAE-SPME-GC-MS como el método més
conveniente para el andlisis de lechugas cultivadas en el laboratorio.

La determinacion de PCP en lechuga mediante UAE-SPME-GC-MS presenta una alternativa
a los métodos reportados anteriormente para el analisis de HHCB, AHTN y TC en vegetales
(Seccion 2.6.), ya que la preparacion de muestra es miniaturizada y la sensibilidad en el
andlisis de estos compuestos (LD=1 ng g* para los tres analitos) es comparable con la
reportada en la literatura (LD de 0.1-60 ng g™*), manteniendo una precision aceptable alin en

el analisis a nivel de trazas (CV<18 % a 100 ng g%).

No obstante, la metodologia UAE-SPME-GC-MS desarrollada presenta varias ventajas ante
los métodos reportados anteriormente: la extraccion mediante SPME es més sencilla y
automatizada que otros métodos frecuentemente utilizados (como extraccion en fase solida
y extraccion liquido-liquido), se ocupa un menor volumen de disolventes y no requiere de la
liofilizacion o algun otro pretratamiento de la muestra mas que su homogeneizacion (que es
realizada facilmente utilizando un procesador de alimentos). Adicionalmente, el analisis de
HHCB, AHTN y TC se realiz6 simultdneamente a la de cinco filtros UV organicos los que,
hasta nuestro conocimiento, no habian sido determinados anteriormente en vegetales. La
sensibilidad en el analisis de los filtros UV en lechuga mediante UAE-SPME-GC-MS fue
similar a la de los otros analitos (LD de 1-25 ng g1), observandose también una alta precision
a nivel de trazas (CV<25 % a 100 ng g™).

6.5. Analisis de lechugas cultivadas en el laboratorio

La cosecha de las lechugas cultivadas en tierra suele realizarse dos o tres meses después de
la siembra, sin embargo, debido a que el desarrollo de las metodologias tomo mas tiempo del
esperado, las lechugas cultivadas se analizaron cinco meses después de sembrarlas. Para ese
entonces, las hojas de varias lechugas ya se habian secado y caido, por lo que no pudieron
ser analizadas. Debido a que sélo se contaba con dos lechugas sanas (una lechuga control y
otra irrigada con PCP), el anélisis de PCP se realizé Gnicamente en estas dos lechugas.

Se analizaron las lechugas cultivadas en el laboratorio mediante UAE-SPME-GC-MS. En el

analisis de la lechuga cultivada control (Figura 16. A) se observaron pequefias interferencias
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para HHCB, AHTN, BP-3, 4-MBC y TC. En el analisis de la lechuga cultivada irrigada con
PCP (Figura 16. B), se identificaron cinco de los nueve PCP en estudio: HHCB, AHTN,
4-MBC, 2-EHMC y MTC (Tabla 11). De éstos, solo dos fueron cuantificables: AHTN (41.10
+7.00 ng g1) y MTC (122.17 + 9.71 ng g™%). Para asegurar que las sefiales de HHCB y
4-MBC eran significativamente diferentes a las interferencias observadas en la lechuga
cultivada blanco, se realiz6 una prueba de hipdtesis al 95% de confianza que confirmé la
presencia de HHCB y 4-MBC en la lechuga cultivada fortificada (Anexo V1). En el Anexo
VIl se muestran las ecuaciones utilizadas para el célculo del error en la concentracion

asociado a la interpolacién en las curvas de calibracion.

Los analitos observados en la lechuga cultivada irrigada con PCP coinciden con las
predicciones mencionadas en la literatura (Seccion 2.3.2.), ya que la transferencia de los PCP
hacia las hojas dependi6 principalmente de su caracter hidrofébico (log Kow). Todos los
analitos, con excepcion de BP-3 y TC, presentan un log Kow>5 (Tabla 4) por lo que son
moléculas hidrofébicas con tendencia a absorberse en la raiz. Una vez ahi, los compuestos
menos hidrofobicos tienden a migrar hacia las partes aéreas de la planta (tallo y hojas).
Debido a ésto, es l6gico que HHCB, AHTN, 4-MBC, MTC y 2-EHMC (que presentan log
Kow de 5.2 2 5.9) se encontraran en las hojas. Se encontré predominantemente a MTC debido
a su caracter hidrofobico intermedio. Al ser compuestos semivolatiles, HHCB y AHTN
pudieron ser transferidos desde el aire hacia la cuticula de las hojas, una capa cerosa externa
gue mantiene la humedad en la planta y provee una barrera contra hongos y bacterias. Al ser
una capa lipidica, la cuticula produce un medio ideal para la transferencia y bioacumulacion

de compuestos hidrofobicos volatiles. %

Debido a que O-PABA tiene un log Kow similar a 2-EHMC se esperaba que también se
encontrara en las hojas, sin embargo, ésto no sucedio, tal vez porque la amina presente en su
estructura quimica dificult6 su transferencia hacia la raiz o a las partes aéreas de la lechuga.
OCT es altamente hidrofébico por lo que es probable se haya retenido en la raiz. TC es un
compuesto con ligero carécter hidrofobico, sin embargo, a diferencia de los otros PCP
estudiados, es mas facil de biodegradar, por lo que pudo ser eliminado por los
microorganismos presentes en el suelo, disminuyendo su presencia en la lechuga. BP-3 es un

compuesto hidrofilico por lo que es probable que no haya sido transferido eficientemente a
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laraiz. Adicionalmente, TC y BP-3 son compuestos con caracter acido-base que pueden estar

parcialmente ionizados, lo que disminuiria su transferencia hacia la raiz. 8545
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Figura 16. Analisis por UAE-SPME-GC-MS en modo SIM de lechuga cultivada en el laboratorio.
A. Lechuga control; B. Lechuga irrigada con PCP. 1. HHCB; 2. AHTN; 3. 4-MBC; 4. MTC;
7. 2-EHMC; E.l. Fenantreno.
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Tabla 11. Identificacion de PCP en lechuga cultivada irrigada con PCP.

Compuesto Identificacion Compuesto Identificacion

HHCB detectado 2-EHMC detectado

AHTN detectado OCT no detectado
BP-3 no detectado TC no detectado

4-MBC detectado MTC detectado

O-PABA no detectado

6.6. Analisis de la raiz de las lechugas cultivadas

Para comprobar la presencia de los analitos en las raices de las lechugas cultivadas y asi dar
soporte a la discusion del anélisis de la lechuga cultivada irrigada con PCP, se realizo el
analisis cualitativo de las raices mediante UAE-SPME-GC-MS.

En la raiz de la lechuga cultivada control (Figura 17. A) se observaron pequefias
interferencias para HHCB, AHTN, BP-3, 4-MBC, OCT y TC. Ademas, se observo una
interferencia intensa para 2-EHMC. En la raiz de la lechuga cultivada irrigada con PCP
(Figura 17. B) se observo la presencia de todos los analitos con excepcion de BP-3 y
2-EHMC. En la Tabla 12 se muestran los resultados del analisis de PCP en la raiz de la

lechuga cultivada irrigada con PCP.

En el anélisis de la raiz de la lechuga cultivada irrigada con PCP se identificaron cuatro
analitos presentes también en las hojas (HHCB, AHTN, 4-MBC y MTC), comprobando que
su presencia en la raiz es necesaria antes de migrar hacia las hojas. 2-EHMC probablemente
no fue detectado debido a la interferencia intensa observada en el analisis de la raiz de la
lechuga cultivada control.

O-PABA y OCT no estuvieron presentes en las hojas de lechuga cultivada irrigada con PCP,
pero fueron detectados como pequefias sefiales en la raiz de la misma, lo que sugiere que su
caracter hidrofobico y/o su estructura quimica dificultan su transferencia hacia las hojas.
BP-3 fue el Gnico compuesto que no fue observado en las hojas ni en la raiz, probablemente
debido a que es el analito méas hidrofilico (log Kow=3.5) y ademas puede encontrarse

parcialmente ionizado por lo que su absorcion a la raiz puede ser poco eficiente. 8515455 | as
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propiedades &cido-base de TC seguramente también dificultaron su transferencia hacia la

raiz, sin embargo, a diferencia de BP-3, si fue detectado en la raiz, probablemente debido a

que es mas hidrofébico que BP-3 (log Kow=4.8).
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Figura 17. Anélisis por UAE-SPME-GC-MS en modo SIM de raiz de lechuga cultivada en el
laboratorio. A. Raiz de lechuga control; B. Raiz de lechuga irrigada con PCP. 1. HHCB; 2. AHTN;
3. 4-MBC; 4. MTC,; 5. O-PABA; 8. TC; 9. OCT; E.I Fenantreno.
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Tabla 12. Identificacion de PCP en la raiz de lechuga cultivada irrigada con PCP.

Compuesto Identificacion Compuesto Identificacion

HHCB detectado 2-EHMC  no detectado

AHTN detectado OCT detectado
BP-3 no detectado TC detectado

4-MBC detectado MTC detectado

O-PABA detectado
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7. Conclusiones

1. Se desarrollaron y optimizaron dos metodologias miniaturizadas y amigables con el
ambiente para la determinacion de productos de cuidado personal (PCP) en lechuga:
MSPD-GC-MS y UAE-SPME-GC-MS.

2. Ambas metodologias fueron sensibles, precisas y sencillas. Sin embargo, UAE-
SPME-GC-MS presentd mas ventajas por lo que se aplicé al analisis de lechugas
cultivadas en el laboratorio.

3. En el andlisis de la lechuga cultivada irrigada con PCP se identificaron cinco de los
PCP estudiados: HHCB, AHTN, 4-MBC, 2-EHMC y MTC, y solo dos se pudieron
cuantificar: AHTN y MTC. La sorcion de los compuestos dependi6 principalmente
de sus propiedades fisicoquimicas, coincidiendo con las predicciones realizadas en la
literatura a partir de estudios hidropénicos. 85545

4. En el analisis de la raiz de la lechuga cultivada irrigada con PCP se identificaron a
todos los analitos con excepcion de BP-3 y 2-EHMC, confirmando que la presencia
de los contaminantes en la raiz es el primer contacto con la planta antes de migrar a
las partes aéreas.

5. Los resultados obtenidos muestran la importancia del monitoreo de contaminantes
emergentes en vegetales mediante técnicas analiticas sensibles, precisas y especificas
que puedan ayudar a identificarlos y cuantificarlos para posteriormente determinar su

toxicidad en el medio ambiente.
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Curvas de calibracion del analisis de PCP en lechuga mediante MSPD-GC-MS
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Diagramas de Pareto de la optimizacion del analisis de PCP en lechuga mediante UAE-SPME-GC-MS
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Anexo 11

Perfil de extraccion del anélisis de PCP en agua mediante SPME-GC-MS
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Anexo 1V

Precision y linealidad del andlisis de PCP mediante SPME-GC-MS

El andlisis de PCP en agua fortificada mediante SPME-GC-MS s6lo fue una simplificacion para enfocarse en la
optimizacion de la SPME sin tomar en cuenta a la UAE, sin embargo, se realizo el estudio de la repetibilidad y

linealidad de la metodologia.

Repetibilidad del método

Se evalud la repetibilidad intradia de la metodologia a dos niveles: 0.5ng mL™? y 5ng mL. El estudio se realiz por
quintuplicado en el nivel bajo y por triplicado en el alto. Los resultados se muestran en la Tabla Al. OCT fue el
Unico analito no detectado a 0.5ng mL™, ya que es el menos volatil de los PCP estudiados. En general, el %CV de
los analitos hidrofobicos mas pesados (O-PABA, 2-EHMC y OCT) fue mayor (CV 10.65-50.12%), probablemente
porque tienen una menor afinidad al sorbente de polaridad media (PDMS-DVB). Ademas, la variabilidad de estos
compuestos a 5ng mL* fue mayor que a 0.5ng mL™, sugiriendo que existe un efecto matriz que afecta la variabilidad

de los analitos més hidrofébicos y pesados.

Tabla Al. Repetibilidad del analisis de PCP en agua fortificada a 0.5 y 5ng mL™.

CV (%) CV (%) CV (%) CV (%)

Compuesto 0.5ng mL?! 5ng mL! Compuesto 0.5ng mL* 5ng mL?
(n=5) (n=3) (n=5) (n=3)
HHCB 12.98 3.45 2-EHMC 10.65 31.16
AHTN 4.07 4.17 OCT e 50.12
tbDMS-BP-3 4.95 7.16 tbDMS-TC 3.21 1.46
4-MBC 4.24 1.99 MTC 1.82 1.46

O-PABA 13.32 24.62
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Linealidad del método

Se estudid la linealidad del método mediante la elaboracion de una curva de calibracion de cinco puntos (0.005,
0.016, 0.027, 0.038, 0.050ng mL para HHCB, AHTN y 4-MBC; 0.005, 0.078, 0.153, 0.226, 0.300ng mL* para BP-
3, TCy MTC; 0.500, 0.625, 0.750, 0.875 y 1.000ng mL™* para 2-EHMC y O-PABA; 5.00, 6.25, 7.50, 8.75 y 10.00ng
mL* para OCT). El analisis se realiz6 por triplicado. Los resultados se muestran en la Tabla A2. Se observé una
tendencia lineal para la mayoria de los analitos (R?>0.9880) con excepcion de HHCB, O-PABA, 2-EHMC y OCT

(R2<0.9400).

Tabla A2. Linealidad del andlisis de PCP en agua mediante SPME-GC-MS.

Concentracion

Compuesto Ecuacion lineal R?
(ng mL™)
HHCB 0.005-0.050  y=0.9263x+0.6339 0.9398
AHTN 0.005-0.050  y=0.2816x+0.0418 0.9914
tbDMS-BP-3  0.005-0.300  y=0.1104x+0.0510 0.9883
4-MBC 0.005-0.050  y=0.0937x+0.0075 0.9913
O-PABA 0.5-1.0 y=0.0723x-0.1217 0.8818
2-EHMC 0.5-1.0 y=0.0273x-0.0700 0.8376
OCT 5-10 y=0.0067x-0.2247 0.8174
tbDMS-TC 0.005-0.300  y=0.2994x+0.0357 0.9974
MTC 0.005-0.300  y=0.1847x+0.0111 0.9958
HHCB AHTN
y =0.9263x + 0.6339
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S s
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Anexo V

Curvas de calibracion del analisis de PCP en lechuga mediante UAE-SPME-GC-MS
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Anexo VI

Pruebas de hipotesis para la determinacion de PCP en lechuga cultivada

La intensidad de la sefial de HHCB y 4-MBC en el anélisis de la lechuga cultivada fortificada (Tabla A3) fue
aproximadamente 1.5 veces mayor a la intensidad de las interferencias observadas en la lechuga cultivada blanco
(Tabla A4). Para determinar si la sefial de los analitos era significativamente mayor a la de las interferencias, se
realiz6 una prueba de hipdtesis al 95% de confianza.

Tabla A3. Area de los analitos determinada en el analisis de la lechuga cultivada fortificada (n=3).

Compuesto A1 Az Az Apromedio S
HHCB 42991 42347 37750 41029.33 2858.18
4-MBC 1839 1957 1816 1870.67 75.65

Tabla A4. Area de las interferencias determinada en el anélisis de la lechuga cultivada blanco (n=3).

Compuesto A1 A2 Az Apromedio S
HHCB 23106 34282 28872 28753.33 5588.94
4-MBC 828 1008 1436 1090.67 312.32

HHBC
Hipotesis nula (Ho: Axtca=Ai)
Hipotesis alterna (Hi: Annce>Ai)
donde: Aunce: Area promedio de la sefial de HHCB en el andlisis de la lechuga cultivada fortificada

Ai: Area promedio de la sefial de la interferencia en el anélisis de la lechuga cultivada blanco

Antes de poder resolver la prueba de hipdtesis planteada fue necesario determinar si la variacion de Axxce Y Ai €s
homocedastica, para lo que se realiz6 una prueba con la F de Fisher a dos colas y 95% de confianza:

Ho: SHHCB=Si

H1: SHHCBFSI
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Siz

Fops = ~=3.82

SHHCB

A partir de los valores de F tabulados de acuerdo a los grados de libertad:
Feritica = 39.00

Como Fops<Feritica, € determind que las varianzas son homocedasticas (SHHcB=Si).

Posteriormente, se realizé una prueba con la t de Student a una cola con el 95% de confianza. Para ésto, fue necesario
calcular la varianza combinada (s?) y los grados de libertad (t):

$2 = (unce — Dsuuce® + (n; — Dsi?

=19702721.62
(Mygeg — D+ (n; — 1)

T= (nHHCB_l)‘l'(ni—l) = NyHCB +’nl—2 =4
Debido a la homocedasticidad de las varianzas, la tons se calculé como:

A + A;
t, = HHCB i — 339

1/
[SZ (nHll-ICB + nll):l 2

A partir de los valores de t tabulados de acuerdo a los grados de libertad:

teritica = 2.13

Como tons>teritica, S€ rechazo la hipoétesis nula, determinando que el area promedio de la sefial de HHCB es
significativamente diferente al &rea promedio de la interferencia (AnHce=Ai), confirmando la deteccion de HHCB en
la lechuga cultivada fortificada.
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4-MBC
Hipotesis nula (Ho: Amec=Ai)
Hipétesis alterna (Hi: Amsc>Ai)
donde: Awic: Area promedio de la sefial de 4-MBC en el andlisis de la lechuga cultivada fortificada

Ai: Area promedio de la sefial de la interferencia en el anélisis de la lechuga cultivada blanco

Al igual que en la prueba de hipétesis de HHCB, se comenz6 determinando si la varianza de las areas era
significativamente diferente con una prueba con la F de Fisher a dos colas al 95% de confianza:

Ho: SmBc=Si

H1: smBc#si

A partir de los valores de F tabulados de acuerdo a los grados de libertad:
Feritica = 39.00

Como Fops<Feritica, € determind que las varianzas son homocedasticas (Smec=Si).

Posteriormente, se realiz6 una prueba con la t de Student a una cola con el 95% de confianza.

» _ (upe = Dsypc® + (0 — 1)s?
(Mmpc — 1) + (; — 1)

= 51633.35

T=(Mypc— D+ —1) =nypc+n; —2=4
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A partir de los valores de t tabulados de acuerdo a los grados de libertad:

teritica = 2.13

Como tobs>teritica, S€ rechazé la hipotesis nula, determinando que el area promedio de la sefial de 4-MBC es

significativamente diferente al area promedio de la interferencia (Amec=A), confirmando la deteccion de 4-MBC en
la lechuga cultivada fortificada.
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Anexo VI

Error asociado a la interpolacion en una curva de calibracion

Las ecuaciones utilizadas para la determinacion del error asociado a la concentracion obtenida al interpolar la
respuesta (area relativa) de cada sefial en la curva de calibracion (sxo) correspondiente es:

7 N S €1 b O
X0 b [m n b2Y(x;—x)?

donde:
Syix: error aleatorio en la direccion y
b: pendiente de la curva de calibracion
m: repeticiones realizadas del analisis
n: nimero de puntos de la curva de calibracion
Yo: valor experimental a partir del que se determina el valor de Xo
y: promedio de y de todos los puntos de la curva de calibracién
xi: valor de x para el i-ésimo punto de la curva de calibracion

x: promedio de y de todos los puntos de la curva de calibracion

El estadistico sy se determina matematicamente utilizando la ecuacion siguiente:

Yilyi — yi,a)z

n—2

SV =

donde:
yi: valor de y para el i-ésimo punto de la curva de calibracion

Yia: valor de y ajustado

105



	Portada
	Resumen
	Índices
	1. Introducción
	2. Antecedentes
	3. Justificación   4. Objetivos 
	5. Desarrollo Experimental
	6. Resultados y Discusión
	7. Conclusiones
	8. Referencias
	Anexos



