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1. Resumen

Los contaminantes ambientales representan un riesgo significativo para los
ecosistemas acuaticos y la salud humana. Estos contaminantes incluyen
compuestos sintéticos y naturales, asi como sus productos de transformacion
que se forman en el medio ambiente o durante el tratamiento de aguas
residuales. Ademas de esto, muchos trabajos han reportado la presencia de
nuevos compuestos en ambientes acuaticos, llamados contaminantes
emergentes, EC (Deblondea, Cossu-Leguilleb, & Hartemann, 2011). Los
"Contaminantes emergentes" abarcan un grupo diverso de compuestos,
incluidos pesticidas, plastificantes, compuestos disruptores endocrinos (CDE),

productos farmacéuticos y de cuidado personal, entre otros.

Ante la dinamica del acuifero subterraneo caracteristico de la peninsula de
Yucatan; generado por la roca karstica que constituye el suelo, esta regidon de
la Republica Mexicana es muy susceptible a ser contaminada por diversos
contaminantes emergentes, entre ellos los filtros solares. Los filtros solares
presentan una alta incidencia debido al uso en la peninsula; la poblacién los
utiliza para protegerse de los efectos daninos de los rayos UVA y UVB en la
piel. Sin embargo, se sugiere que estos compuestos llegan al acuifero
subterraneo directamente, a través de la realizacién de actividades acuaticas,
como nadar y baflarse en cenotes (cuerpos acuaticos que estan

interconectados con el acuifero subterraneo, a través de fracturas o uniones).

Otro contaminante importante para la peninsula de Yucatan son los pesticidas,
un grupo de compuestos bien conocido debido a su uso como control de plagas
en la agricultura para tratar los cultivos antes y después de las cosechas
(LeDoux, 2011) aunado a lo anterior y a la creciente actividad ganadera en la
region, también es posible encontrar hormonas, vacunas o medicamentos.
Todos estos contaminantes pueden llegar al acuifero subterraneo,

indirectamente, a través de la descarga de plantas de tratamiento de aguas



residuales, o bien, por la descarga de residuos provenientes de la industria

ganadera y de la agricultura. (Gago Ferrero, Diaz Cruz, & Barceld, 2012).

Ante lo anterior, la principal preocupacién que surge es que, si existe una
contaminacion del acuifero subterrdaneo de la peninsula de Yucatan, es muy
probable que la poblacion de la peninsula esté enfrentando un riesgo a nivel
alimentario, debido a que, del acuifero subterraneo de la peninsula, se extrae
del subsuelo mediante perforacion de pozos 10% del agua para consumo

humano y 90% del agua destinada al riego.

Como el ambiente acuatico suele ser el Ultimo receptaculo para contaminantes
organicos, muchos compuestos estan presentes en abundancia en las aguas
superficiales y los sedimentos. En la biota acuatica, se observan regularmente
efectos toxicos, principalmente a nivel hormonal, por compuestos
denominados disruptores endocrinos, debido a la bioacumulacion de estos
compuestos en los tejidos musculares a lo largo de la cadena alimenticia. Sin
embargo, entre la gran cantidad de contaminantes organicos, solo unos pocos
han sido investigados, tal es el caso de los filtros solares, compuestos
organicos lipofilos, que tienen un log Kow entre 4 y 8, y por su relativa
resistencia a la degradacion bioldgica, los filtros UV tienden a bioacumularse
en los tejidos grasos y bioamplificarse a través de la cadena alimenticia (Diaz-
Cruz & Barceld, 2009), reportando concentraciones maximas que alcanzan
miligramos por kilogramo en organismos filtradores (mejillones y almejas)
(Bachelot, Li, Munaron & Poiger, 2005; Balmer, Buser, Mlller, & Poiger, 2005;
Buser, Balmer, Schmid, & Kohler, 2006; Gago Ferrero P, 2013; Alonso, y otros,
2015).

Algunos efectos disruptores reportados en peces son: feminizacién, vitelo
génesis, alteracion del rendimiento conductivo, alteraciéon de la funcion
tiroidea, disminucion de la fertilidad (U.S. EPA 1997), reduccion en el tamano

gonadal, maduracién sexual retardada y expresion reducida de caracteristicas



sexuales. Por otro lado, en humanos se ha reportado cancer de mama,
testicular y prostatico, disminucién de la calidad y recuento del semen,
frecuencia aumentada de la incidencia de ovarios poliquisticos en mujeres,
endometriosis, alteracion del desarrollo fisico y mental (IEH 1995; Colborn,
Dumanoski, & Myers, 1996; U.S EPA 1997; Foster, 2001), las alteraciones mas
sutiles del sistema endocrino pueden dar como resultado cambios en el
crecimiento, el desarrollo o el comportamiento, que pueden afectar al
organismo mismo o a la préxima generacion (Guillette, Arnold, & McLachlan,

1996; Palanza, Morellini, Parmigiani, & vom Saal, 1999).

La falta de informacion sobre el efecto de los compuestos disruptores
enddcrinos dados por filtros solares, es una preocupacion en la actualidad. Por
este motivo, otra propuesta de este estudio es evaluar concentraciones
nominales de filtros solares encontrados en agua de riego y hortalizas en el
pez cebra, para determinar los posibles efectos disruptores o letales de estos
compuestos. La utilizacién de esta especie, como organismo para efectuar
bioensayos es comun, debido a que, segun lo reportado en la literatura, el pez
cebra (Danio rerio) ha surgido como un modelo animal alternativo prometedor
para detectar la teratogenicidad en la evaluacion preclinica de la toxicidad del
desarrollo, porque es mas barato y rapido, en comparacion con las pruebas
con mamiferos. Ademas, este modelo permite la monitorizacion continua del
desarrollo de un organismo completo desde la embriogénesis temprana hasta
la eclosién, por lo tanto, la realizacion de este bioensayo nos proporcionara
indicios sobre una alteracion al ecosistema y posibles efectos adversos en el
desarrollo fetal o embrionario. (Rojas-Mufioz, Bernad-Miana, & Izpisua-
Belmonte, 2007)

En resumen, en el presente trabajo, se desarrollé una estrategia analitica para
identificar y cuantificar seis compuestos quimicos presentes en bloqueadores
solares comerciales (3-benzofenona (BP3), homosalato (HMS), octil-

metoxicinamato (OMC), avobenzona (AVO), octocrileno (OCT), 2-octil



salicilato/octisalato (OTS)) utilizando cromatografia de liquidos de alta
resolucion (CLAR en fase reversa), y para la identificacién y cuantificacion a
nivel traza se empled cromatografia de liquidos acoplada a un detector de
masas de alta resolucién (CL-EMAR) mediante un analisis dirigido.
Adicionalmente, utilizando el poder analitico de la técnica CL-EMAR, se
desarrollé un analisis no dirigido para detectar la presencia de contaminantes
organicos, pesticidas, medicamentos, hormonas y vacunas. Para el analisis no
dirigido fue necesario la creacion de una biblioteca personalizada con 535
pesticidas para la busqueda cualitativa automatica de los contaminantes que

pudieran estar presentes en las muestras.

Brevemente, resultado de esta tesis, se lograron cuantificar todos los filtros
solares no acidos (BP3, AVO, OCT y OMC de 9.27-55.61 ug/kg) en al menos
una hortaliza de cada sitio y finalmente, se demostrd la migracion de filtros
solares desde agua de riego hacia las hortalizas. Sin embargo, con el estudio
de toxicidad en pez cebra, no se demostrd que la migracién de filtros solares
represente un riesgo ambiental para la biota y consumidores de hortalizas, en
el estado de Yucatdn. Ademas, en cuanto al estudio no dirigido, para la
busqueda de otros contaminantes, como pesticidas y repelentes, se encontré
el repelente dietiltoluamida (DEET) en muestras de arugula (Eruca versicaria)
de Montes Amé y arugula y pepino sin cascara de Timucuy. (Leo Nollet, 2004,

Ramos, Homem, Alves & Santos, 2015).



2. Antecedentes

2.1 Caracteristicas del suelo de la Peninsula de Yucatan

Segun lo reportado por (Millennium Ecosystem Assessment, 2005), el suelo,
aporta diversos servicios ambientales a los ecosistemas. Por sus
caracteristicas, contribuye en los ciclos biogeoquimicos, debido a que las
bacterias utilizan el suelo como sustrato para fijar nitrégeno atmosférico. Uno
de los aportes mas importantes al medio ambiente, es la disminucién del
efecto invernadero, ya que el suelo tiene la capacidad de capturar COg,
acumulando carbono y reduciendo su liberacién a la atmosfera (FAO, 2004).
Por otro lado, el suelo tiene la capacidad de filtrar, desactivar o retener
compuestos potencialmente téxicos que pudieran llegar a aguas subterraneas
o afectar las redes troficas de los ecosistemas terrestres y acuaticos. También
esta relacionado con la regulacién de inundaciones y regulacién climatica,

debido a su capacidad para absorber y emitir calor.

Aunque los servicios ambientales que aporta son diversos, existen dos tipos
de factores que pueden afectarlos directa o indirectamente, generando
cambios en los ecosistemas y, por lo tanto, en la ecologia, biodiversidad y

bienestar humano:

1. Factores indirectos: demografia y poblacidon, economia (globalizacion y
comercio), sociopolitica (gobierno, marco politico, legal e institucional),
ciencia y tecnologia, estilo de vida cultural y religiosa (elecciones de

consumo y creencias)

2. Factores directos: cambios en el uso de las tierras, introduccidon o
captura de especies (por ejemplo: captura de peces), adaptacion y uso
de nuevas tecnologias, entradas externas (aplicacién de fertilizantes y
pesticidas y explotacién del riego), cambio climatico, cosecha y consumo
de recursos, ademas, aspectos fisicos y geoldgicos como la degradacion
del suelo o el tipo de material que lo conforma. (SEMARNAT y CP, 2003).



Derivado de los aspectos fisicos y geoldgicos del suelo, el conocimiento sobre
el suelo karstico de la peninsula de Yucatan, es vital para entender su
comportamiento y repercusidon en la permeabilidad y migracién de
contaminantes al subsuelo, ya que, junto con la degradacién del suelo, ambos
factores incrementan su permeabilidad ocasionando graves consecuencias en

los diversos ecosistemas y en el bienestar humano.

Las areas karsticas son regiones constituidas por rocas carbonatadas
compactas y solubles por las cuales circula o fluye agua. El contenido en CaCOs
(carbonato calcico) de las rocas carbonatadas o calizas es el responsable de
su solubilidad; las calizas muy puras, con porcentajes del orden del 96% de
CaC0s3, son muy solubles, por lo tanto, al entrar en contacto con el agua,
generan la formacién de acuiferos subterraneos por la disolucién de la roca
caliza (Pulido, A. 2007), y debido a la permeabilidad que esto genera, la
peninsula de Yucatan no posee rios superficiales, provocando que la Unica
forma de acceso de agua dulce sea por medio de agua subterranea, extraida

mediante perforacion de pozos.

Otro factor determinante en los fendmenos karsticos, es el clima, debido a que
las regiones hidrogeoldgicas son unidades morfo tecténicas perfectamente
definidas estructuralmente, sometidas a un clima determinado y con
circulacion subterranea especifica (Llopis, 1970), por lo tanto, el clima al que

se ven sometidas estas regiones altera la circulacion de agua subterranea.

En general, las zonas con temperaturas bajas y lluviosas tienen elevada
actividad de fendmenos karsticos y las zonas secas (inferiores a 200 mm),
tienen escasa actividad. En la Fig 1 (ver Anexo I), se esquematiza el tipo de
clima predominante en diferentes regiones de la peninsula, observando que la
zona norte, pegada a la region costera, presenta un clima semiseco muy calido
y, calido, en cambio, la regidén central, presenta un clima célido subhimedo

con lluvias en verano. De manera que, la regién central es la region mas
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susceptible a sufrir fendmenos karsticos. Por otro lado, la precipitaciéon anual
varia de 760 mm a 1198 mm en la porcion norte y de 1138 mm a 1440 m en
la porcidn sur. La mayor precipitacion se produce en septiembre, con un
promedio de 232 mm. La Peninsula de Yucatan recibe en promedio 172 158 x
10 m3 de agua de lluvia por afo. La precipitacién anual promedio aumenta
desde el noroeste (500 mm) hacia el sureste (2000 mm) y alrededor del 85%
de la precipitacidon es evapotranspirada (Schmitter, y otros, 2002), en la Fig 2
(ver Anexo I), se esquematiza la variacion pluvial de la peninsula. (INEGI,
2016).

Lo anterior se debe a que, dentro de los fendmenos karsticos, el agua es el
elemento generador (elemento transitorio) y la caliza es el medio en que se
desarrollan los fendmenos (elemento permanente), por lo tanto, la circulacion
de agua genera diversas transformaciones, principalmente disolucién y erosién
en las regiones calizas, debido a las diferentes caracteristicas de circulacion
del agua en la caliza, por ejemplo, la erosidon quimica por disolucién de la
caliza, que ocurre cuando el volumen de agua karstica es pequefo y la
circulacién se realiza a lo largo de fisuras estrechas (Ek, 1968), se da
principalmente por la acidez debida al CO. (agente disolvente de la caliza,
aungue segun lo reportado por (Pulido, A. 2007), el agua sin concentraciones
de CO; disuelve 16 mg de CaCO3z/L a 16°C. Pero generalmente, el CO; se
encuentra disuelto en el agua, generando H>COs (a&cido carbodnico), el cual
acidifica el medio y actua sobre la caliza (CaCOs3), superficie completamente
insoluble, provocando la formacion de Ca(HCOs)2, (bicarbonato calcico) que es

soluble en agua, provocando asi, la disolucién de la roca caliza.

Con lo anterior, se muestra la repercusion que tiene el contenido de COz en la
superficie karstica, ya que al haber mayor contenido de CO: en el agua, habra
una mayor formaciéon de H»COs, acidificando el medio y, por lo tanto,
provocando la disolucion de la roca caliza, al generar bicarbonato calcico

(Ca(HCO:s)2). Por otro lado, el agua que fluye a través de la roca caliza puede
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tener presencia de acidos organicos o humicos (por desintegracion
bacteriana), lo cual acidifica aln mas el medio y genera una mayor disolucién

de la caliza (Gaona-Vizcayno, Villasuso-Pino, & Anda, 1980).

En general, el agua filtrada fluye hasta llegar a una zona de rocas
impermeables, por lo cual, se incorpora al flujo de agua subterranea,
disolviendo la caliza y desembocando, posteriormente en un cuerpo de agua
subterraneo, o bien, a los pozos para abasto humano o riego. (Montoriol,
1954; Llopis, 1970). La presencia de estas zonas de absorcién, provoca que
contaminantes presentes en el flujo pluvial o bien, del deshecho de residuos
industriales como hormonas y vacunas de granjas porcinas o pesticidas de
invernaderos, se incorporen al flujo de agua subterraneo, debido a la nula
capacidad del suelo karstico de filtrar, desactivar o retener compuestos
potencialmente tdxicos que pudieran llegar a aguas subterraneas o afectar las
redes troficas de los ecosistemas terrestres y acuaticos, ocasionando una
contaminacion del agua subterranea. Es importante recalcar que el
tratamiento de aguas residuales en la region esta mal implementado.
Normalmente, las aguas residuales se reinyectan en el acuifero (Marin,
Steinich, Pacheco, & Escolero, 2000), por lo tanto, todos estos contaminantes
(hormonas, medicamentos, vacunas, desechos industriales, entre muchos

otros) se incorporan al flujo subterraneo de agua.

2.2 Contaminacion de ecosistemas acuaticos

El Estado de Yucatan ha tenido una creciente actividad turistica, debida a las
zonas arqueoldgicas, pueblos magicos, gastronomia vy cultura, vy
principalmente por su gran riqueza natural con la infinidad de cenotes y
humedales que posee. La mayoria de los visitantes que llegan a la peninsula
de Yucatan, visitan los diferentes cenotes y humedales ubicados alrededor de
la regidn, generando con esto una gran susceptibilidad a la contaminacién de

estos ecosistemas, por la descarga de compuestos quimicos provenientes de
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productos para el cuidado personal. Uno de los mas importantes, debido a que
tanto los visitantes como los habitantes los utilizan con frecuencia para
protegerse de la radiacidn solar, son los filtros solares, los cuales se descargan

en estos sitios mediante la realizacion de actividades acuaticas.

Los cenotes son los ecosistemas acuaticos mas peculiares de la Peninsula de
Yucatan, los cuales se forman por la disolucién de la roca carbonatada en la
plataforma karstica de la peninsula (Schmitter J, y otros, 2002), la disolucién
ocurre desde arriba, por infiltracién pluvial y desde abajo por circulacién
subterranea. Segun reportes del INEGI, 2016, en el estado hay cerca de 1000

cenotes ubicados alrededor de la peninsula.

Muchos de estos cenotes, se encuentran ubicados al norte de la Peninsula,
ubicados a lo largo de un semicirculo, conocido como el Anillo de Cenotes, que
se centra en Chicxulub (un pueblo en la costa norte, al este de Progreso)
(Marin, 1990). Se ha propuesto que esta distribucidén de cenotes esta asociada
con el crater de impacto de Chicxulub (Sharpton, y otros, 1993) lo que provoca
que esta zona actué como un rio subterraneo o un canal de aguas subterraneas
(Marin, 1990; Perry, Marin E, McClain, & Velazquez, 1995; Steinich & Marin,
1996), por lo que el agua de estos cenotes estd bien interconectada con el
agua subterranea a través de fracturas y caracteristicas de disolucién, y su

tiempo de residencia es corto, ya que se lleva a cabo un recambio constante.

Por otro lado, con base en la edad de los cenotes, se distinguen dos tipos de
cenotes: cenotes lénticos y l6ticos. Se sugiere que los cenotes lénticos
(antiguos) se alimentan principalmente de un flujo a bajas velocidades del
agua subterranea, la capa de agua superficial es alcalina, sobresaturada con
oxigeno, mientras que el agua cerca del fondo es acida, desprovista de O y
con H3S, lo que genera una mayor disolucién de la roca caliza. Ademas, hay
un gradiente de pH a lo largo de la columna de agua. Este tipo de cenotes

aumentan facilmente su estado tréfico, ya que contienen aguas ricas en
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nutrientes favoreciendo la produccion de grandes cantidades de materia
organica, el proceso trae consigo un aumento en el pH, la turbidez, la
concentracidon de oxigeno disuelto en la superficie y las condiciones andxicas

y acidas en la parte inferior del cenote (Schmitter, y otros, 2002).

Por otro lado, los cenotes Iéticos (jovenes) son alimentados principalmente por
el agua subterranea que fluye a través de las cavidades de fractura y
disolucion, tienen un flujo de agua continuo (1-3 cm/s), por lo que su tiempo
de residencia es corto y, por lo tanto, tienen aguas claras, fondos limpios,
arenosos o0 rocosos, y una columna de agua homogénea y bien oxigenada. El
pH también es homogéneo, generalmente con valores acidos (<7). La
concentracidon de nutrientes en los cenotes |dticos es mas baja que en los
Iénticos, debido a la diferencia en la tasa de rotacién, pero las aguas ricas en
nutrientes del fondo se llevan a la superficie, donde nuevamente estan
disponibles para los organismos productores primarios. Su produccion
fotosintética es baja, debido a la disponibilidad limitada de nitrogeno y fésforo
(Schmitter, y otros, 2002)

La alcalinidad fluctia ampliamente en ambos tipos de cenotes, debido a la
entrada variable de agua metedrica, rica en carbonatos y bicarbonatos (hasta
696 mg/L CaCOs), y al agua de lluvia, que disminuye la concentracion de estos
iones por dilucion y por neutralizacién con acidos humicos y taninos del

manglar (Navarro-Mendoza, 1988; Alcocer, Lugo, Marin & Escobar, 1998).

Con lo anterior, se enfatiza en las diferentes caracteristicas de los cenotes,
principalmente en su velocidad de flujo del agua subterranea, es decir, por
una parte, los cenotes antiguos tienen un flujo a bajas velocidades, por lo
tanto, los contaminantes (filtros solares, principalmente) que pudieran estar
presentes en este tipo de cenotes, no fluyen rapidamente y por lo tanto,
guedan mas tiempo retenidos en el agua del cenote, ademas tienen mayor

potencial redox, por el contenido de oxigeno y una mayor actividad bioldgica
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por el contenido de nutrientes que poseen. Por otro lado, los cenotes jovenes
si tienen un flujo continuo y rapido del agua subterranea, por lo tanto, los
posibles contaminantes que pudieran estar presentes en sus aguas, fluyen
rapidamente y no se quedan por mucho tiempo retenidos dentro del agua del
cenote, sino que se incorporan rapidamente al flujo de agua subterranea,
circulando, asi, por las diversas fracturas y uniones dentro de la peninsula y
pudiendo, de esta manera, llegar a pozos, de donde se extrae agua ya sea

para riego o para consumo humano.

Por lo tanto, la principal preocupacion y en la cual se basa esta investigacion,
debido al riesgo alimentario que representa, es la llegada de contaminantes a
los invernaderos que utilizan agua de pozos para el riego de sus hortalizas, ya
que, dentro de la peninsula de Yucatan, el flujo de agua dulce es el Unico
recurso disponible para el uso humano, la cual es extraida del manto freatico
para consumo humano (10%) y para riego (90%) mediante perforacién de
pozos. En la peninsula de Yucatan hay alrededor de 1,068 tomas de agua en
operacion en fuente de abastecimiento tipo pozo, siendo ésta, la principal

forma de obtencién de agua dulce para la poblacién Yucateca (INEGI, 2016).

De manera que, al haber contaminacidén de cenotes con diversos compuestos,
pero principalmente con filtros solares (por el alto uso de estos compuestos
en la regidn Yucateca), es muy probable que estos compuestos circulen por
medio del agua subterranea, llegando a pozos de riego y, por lo tanto, es muy
posible que esta contaminacién, migre a las hortalizas que se cultivan en el

estado, generando un riesgo alimentario.
2.3 Desarrollo de filtros solares

El sol es una fuente natural de radiaciones electromagnéticas que se
caracterizan por su frecuencia y longitud de onda, al conjunto de todas ellas
se le denomina espectro electromagnético (100-10° nm) y en él se distinguen

desde ondas de radio, microondas, infrarrojos, luz visible, luz ultravioleta,
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rayos X, rayos gamma, entre otros. De todo el espectro electromagnético sblo
los infrarrojos (> 760 nm), la luz visible (400-760 nm), y una parte de la
radiacidon ultravioleta (100-400 nm) atraviesan la atmosfera y alcanzan la
superficie terrestre, en las siguientes proporciones: 55, 40 y 5%,
respectivamente, de éste 5%, el 0.1% corresponde a la radiaciéon UVB y el
4.9% a la radiacion UVA (Ribera & Paradelo, 2011).

La estratosfera, en especifico, la capa de ozono, es de vital importancia
ambiental, debido a que, por sus caracteristicas, logra filtrar la radiacién
ultravioleta de longitud de onda de 200 a 300 nm (radiacién UVC), evitando
posibles dafios por la exposicidén directa a este tipo de radiacidn, por ejemplo:
cancer de piel, mutaciones genéticas, quemaduras de sol, envejecimiento
acelerado de la piel, cataratas y otras enfermedades oculares, asi como

destruccion de cultivos y vegetacidn, entre otros.

La energia de la radiacion ultravioleta es inversamente proporcional a su
longitud de onda, de manera que la mas corta es la mas energética. Se
extiende desde la parte violeta del espectro visible hasta la zona de rayos X
blandos. Atendiendo a esta propiedad se le clasifica en tres bandas

energéticas:

a. UVC (200-290 nm)
b. UVB (290-320 nm)
c. UVA (320-400 nm)

Los rayos UVC son los mas nocivos y afortunadamente la mayoria son
absorbidos por la capa de ozono, de manera que no todos alcanzan la
superficie terrestre. Ademas, el UVC ioniza los gases atmosféricos, por lo que
contribuye a la creacion y mantenimiento de la capa de ozono. Pero, no
obstante, debido a las investigaciones realizadas sobre la destruccion del
ozono en la estratosfera, es muy posible que los rayos UVC, logren traspasar

esta capa, penetrando en la atmosfera y ocasionando severos dafios bioldgicos
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en la piel, aunque no todos los rayos pueden traspasar, es evidente que, con
la formacidon de un agujero en la capa de ozono, una parte de estos rayos,
penetra la atmosfera, aumentando, de esta manera, un efecto adverso en la
piel. (Molina & Rowland, 1974).

Por otro lado, los rayos UVB y UVA generan diversos efectos bioldgicos, ya que
penetran en la atmodsfera y contribuyen a la fotosintesis de las plantas, y a la
sintesis de vitamina D en la piel de los mamiferos, la cual tiene un papel
importante en la correcta absorcion de calcio, por otro lado, aumenta la
concentracion de melanina, la cual tiene la principal funcién de aportar
coloracién a la piel, por feomelanina y eumelanina. Por lo tanto, es evidente
gue la exposicién a la radiacion solar no es del todo perjudicial, ya que, debido
a esta radiacion, se produce la sintesis de biomoléculas benéficas para el

correcto funcionamiento de los organismos bioldgicos y el cuerpo humano.

Ademas, desde afos atras se ha evidenciado el efecto negativo de la
exposicion a la radiacion solar, especificamente a los rayos UVA y UVB, debido
a que los rayos UVB provocan danos inmediatos (eritemas), por el contrario,
los rayos UVA provocan un dafo severo a largo plazo, generando bronceado,
envejecimiento, formacion de manchas, entre otros efectos. (Maraboto, G. A.
2011)

Entre las principales enfermedades en la piel por la exposicion a la radiacién
solar, estan: cataratas y otras enfermedades de los ojos, parte de los dafios
generados por la radiacién UV, se deben a la generacion de radicales libres en
la piel, generando melanoma o melanogénesis, uno de los canceres de piel
mas comunes ademas del basocelular y espinocelular. EIl melanoma es el
cancer de piel mas relacionado con exposiciones intensas y esporadicas al sol,
sobre todo desde la ninez, globalmente es el menos frecuente pero el mas

severo de los tres (Hayden, Roberts, & Benson, 1997).

Es importante mencionar que los efectos negativos de la exposicidon excesiva
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a la radiacién solar, dependen de la longitud de onda, penetracién en la piel,

duracion, frecuencia e intensidad de la exposicion.

Ante los efectos negativos de la radiacion, la piel tiene un mecanismo natural
de proteccidon contra la luz ultravioleta que le permite protegerse de los
trastornos cutaneos que ésta le causa, dado principalmente, por la generacion
de melanina, la cual se produce cuando la radiacion UVB llega a la piel,
especificamente al ADN celular, provocando una alteracién en la formacion de
los dimeros de tiamina-tiamina, alterando de esta forma, las defensas del
cuerpo. De esta manera, se genera una mayor cantidad de melanina con la
finalidad de proteger el ADN dafado, transformando los fotones de UV en
energia calorifica sin generar radicales libres. (Allen, 2001; Maraboto, G. A.
2011).

Sin embargo, a pesar de que el cuerpo humano tiene este mecanismo de
autoproteccion a la radiacion UV, se ha comprobado que no es suficiente para
erradicar todos los efectos perjudiciales que tienen los rayos UV en la piel,
sobre todo por el tiempo y la hora del dia al que se esta expuesto al sol, y
aunado a los conocimientos sobre la destruccidén del ozono en la estratosfera,
se han desarrollado diversos productos quimicos elaborados con el fin de
proteger la piel de los dafios ocasionados por la exposicién a los rayos UV,

denominados filtros solares.

A pesar de que desde tiempos atras se han utilizado diversos productos
naturales como salvado de arroz, jazmin y extracto de lupino (Lupinus spp.),
para mantener la piel clara, no fue sino hasta el afno 1928, cuando los
experimentos de Karl Hausser y Wilgelm Vahle llevaron por primera vez a la
produccion de los primeros intentos de filtros solares. Pero fue hasta el ano
1940, cuando Benjamin Greene, fundador de la marca Coppertone, creo la
primera patente de un filtro solar. Aflos mas tarde, con el fin de tener

consciencia de la efectividad de un filtro solar y con el interés de mejorar su
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protector solar, el cientifico Franz Greiter, en 1962, desarroll6 el termino FPS,
o bien, Factor de Proteccion Solar, (Wilkinson & Moore, 1982). Sin embargo,
actualmente, la FDA define este factor como la cantidad de energia solar
requerida para producir una quemadura de sol en una piel protegida relativa
a la cantidad de energia solar que se requiere para producir la quemadura en
una piel desprotegida. De esta manera, el FPS es directamente proporcional a
la cantidad de energia solar recibida, por lo tanto, un filtro solar con un FPS

alto, genera una mayor proteccidon, que un blogueador con un FPS menor.

Es importante recalcar que el Factor de Proteccion Solar Unicamente se basa
en los efectos provocados por los rayos UVB, es decir, por el nivel de eritema
0 enrojecimiento provocado, y que ademas es relativo, ya que esta en funcion
del tipo de producto, tipo de piel, cantidad de producto aplicado y frecuencia

de replicacion.

En la actualidad se conoce una amplia variedad de filtros solares de uso comun
en productos cosméticos. En la tabla 1, se enlistan 10 de los principales filtros
solares regulados en la Uniéon Europea (Cosmetics Europe, 2004), incluyendo

la expresion de sus concentraciones maximas autorizadas.

Tabla 1. Principales filtros solares regulados por la Unién Europea

[X] max.

Bloqueador (Nombre comercial) autorizada (%)

Acido 4-aminobenzoico (PABA) 5

Sulfato de N,N,N-trimetil-4-[(2-0x0-3 bormiliden)-metil])- 6
anilina; (Metosulfato de alcanfor-benzalconio)

Salicilato de 3,3,5-trimetil ciclohexilo; (Homosalato) 10

Oxibenzona, (Benzofenona 3)
Reportar obligatoriamente en el etiquetado como: Contiene 10
oxibenzona 1
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Sales del Acido 2-fenil-5-bencimidazolil sulfénico
(Acido 2-fenilbencimidazol sulfénico)

8 (expresado
en acido)

Acido 3-3'-(1,4-fenileno dimetilidina) bis [acido 7,7 dimetil-
2-0x0- biciclo (2,2,1) heptano 1- metano sulfonico] (Acido
tereftaliden dicanfor sulfonico)

10 (expresado
en acido)

1-(4-tert-butil-fenil)-3-(4- metoxifenil) propano-13- diona

5

Acido (2-ox0-3-bornilideno)-4- toluensulfénico (Acido

benciliden canfor sulfonico)

6 (expresado
en acido)

Ester 2-etilhexilico del &cido 2-ciano-3, 3-difenilacrilico

10 (expresado

(Octocrileno) en acido)
Polimero de n- [(2 Yy -) -[(2- oxoborn-3-iliden)metil] bencil]
acrilamida. 6
(Poliacrilamidometil benciliden-alcanfor)
4-metoxicinamato de 2-etilhexilo 10
(Octil metoxicinamato)
Dioxido de titanio 25

(Gago Ferrero P. , 2013).

Es importante recalcar que los paises tienen diferentes normativas respecto a

las sustancias permitidas en productos cosméticos, tal es el caso de EUA (FDA,

1999) que permite 11 de estas sustancias, o Japén (Japanese SCI, 1985), que

permite 22. En México, se permite el uso de 36 filtros solares y solo se prohibe

el uso de acido 4-aminobenzoico (PABA) (DOF, 2010).

Los filtros solares se han clasificado segin su modo de acciéon (Marin & Del

Pozo, 2005) en:

1. Bioldgicos: Son antioxidantes que evitan la formacién de radicales libres

y, por lo tanto, potencian el subsistema inmunoldgico cutaneo.

emplean cada vez con mayor profusién, vy

Se

las vitaminas A

(betacarotenos), C y E son las mas utilizadas (en forma de acetato o
palmitato). Investigaciones recientes han demostrado que ambas

vitaminas, aplicadas por via tépica, tienen propiedades antirradicales y
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actian contra el envejecimiento cutaneo y los canceres de piel

fotoinducidos.

. Fisicos: Reflejan la radiacidon solar, actuando como impermeabilizantes.
Son de amplio espectro; retienen las radiaciones solares de la zona del
ultravioleta, violeta e infrarrrojo. En ocasiones se les denomina “pantalla
solar” y se utilizan para evitar tanto el eritema como el bronceado. Entre
estos destacan: didxido de titanio, 6xido de zinc, carbonato de calcio y
magnesio, 6xido de magnesio y cloruro de hierro. Este tipo de filtros
solares proporcionan una mayor proteccién y, al no penetrar en la piel,
no constituyen ningun trastorno para el sistema inmunoldgico, por lo
que se utilizan principalmente en productos para ninos. A pesar de esto,
no son utilizados con frecuencia en productos cosméticos debido a las
caracteristicas sensoriales que les confiere a los productos y debido a
que al realizar las formulaciones presentan mayor dificultad para formar
emulsiones estables, ademas de que el costo de este tipo de filtros es

mas elevado que los filtros solares quimicos.

. Quimicos: Son compuestos organicos; especificamente moléculas
aromaticas conjugadas con grupos carbonilos, que por su estructura
tienen una mayor estabilidad, lo que provoca que las moléculas no
sufran cambios significativos bajo la luz, permitiendo una absorcion de
alta energia de los rayos UV (rayos UVC, UVB y UVA) y sus metabolitos
y la liberacion como rayos de baja energia. Requieren del orden de 30
min para ejercer esta accion, por lo que deben emplearse con la debida
antelacion antes de la exposicion solar. No suelen presentar problemas
de formulacién, por lo que son los mas utilizados. Un ejemplo de este
tipo de filtros solares es la 3-benzofenona (BP3), la cual, es capaz de
proteger contra la luz UVA y UVB, por lo que es considerado bloqueador

de amplio espectro. Pero la mayoria de los blogueadores solares
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contienen mezclas de filtros para incrementar el factor de proteccion
solar (FPS) o bien, la combinacion de filtros quimicos UVA/UVB vy
antioxidantes da lugar a preparados de amplio espectro de proteccion
solar y elevada eficacia en algunos productos. Comunmente se usa la
fotoliasa, una enzima que es capaz de reparar los dafios producidos por
los rayos UV sobre el ADN de la piel. Por otro lado, el octocrileno (OCT),
ademas de ser un filtro solar de amplio espectro, aumentan la capacidad
de absorcion de otros filtros UV organicos, como octilmetoxicinamato
(OMC), avobenzona (AVO) y benzofenona-3 (BP3).

Actualmente el espectro de uso de los filtros solares se ha diversificado y se
pueden encontrar ahora también como aditivos, como conservantes,
potenciadores de sabor y olor, ademas son utilizados como fotoionizadores o
inhibidores de polimerizacidon por lo que se usan con frecuencia en productos

plasticos, ropas, detergentes, tintes, shampoos, entre otros.

Existen algunos estudios centrados en la presencia de filtros solares en
productos alimenticios como el café instantaneo y sopas deshidratadas, debido
a la migracién de filtros solares presentes en plasticos y empaques (utilizados
con el fin de aumentar la vida de anaquel de los productos), de manera que,
estos compuestos migran a los alimentos y son consumidos indirectamente
(Gago Ferrero P. , 2013).

2.4 Filtros solares en el medio ambiente

Como ya se menciond, la utilizacion de filtros solares quimicos radica,
principalmente, en su estabilidad para absorber la radiacion solar sin sufrir
cambios significativos en su estructura. Sin embargo, algunos estudios
realizados hasta la fecha determinan que algunos filtros solares pueden
degradarse por radiacion solar (fotodegradacién) y por la accion de
organismos vivos (biodegradacién). Por ejemplo, segun lo reportado por (Urs,
Beat, Urs, & Christopher, 2004), la benzofenona (BP3), octocrileno (OCT) y los
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salicilatos son los filtros solares mas estables a la fotodegradacién, pero, por
el contrario, el butilmetoxidibenzoilmetano 6 avobenzona (BMDBM o AVO) y
los cinamatos, especificamente, el metoxicinamato de octilo 6
etilhexilmetoxicinamato (OMC 6 EHMC) y el metoxicinamato de isoamilo (IMC)
son los filtros solares mas fotoreactivos, reportando que estos filtros solares

se degradan hasta 40% bajo irradiacion.

En cuanto a la biodegradacién, (Hernandez-Leal, Temmink, Zeeman, &
Buisman, 2011), realizaron estudios con BP3, OCT y 4-MBC (4-
metilbenzilideno alcanfor), bajo condiciones aerdbicas y anaerobicas,
obteniendo mayor eliminacién en las primeras, pero las cuales, segun los
autores, se dan en mayor proporcion gracias a la adsorcién y a los altos valores

de log kow de estos compuestos, y no a la biodegradacion, en si.

Por otra parte, segun lo reportado por (Jurado, Gago-Ferrero, Vazquez-Suiié,
M.Silvia, & Diaz-Cruz., 2014), se sugiere que bajo las condiciones redox de los
acuiferos, en aguas subterraneas, los filtros solares como la benzofenona vy
sus derivados sufren algun tipo de proceso de oxido-reduccidn que las
transforma, o puede llegar a eliminarlas completamente. Ademas, en ese
mismo estudio, se reportd que los filtros solares tienen diferentes
caracteristicas moéviles, las cuales dependen de su estructura, por ejemplo, en
el caso de los compuestos anidnicos, como los derivados de la benzofenona
(BP4, BP2 y 4DHB), al tener un caracter hidrofilo, son mdviles y tienen a fluir
con facilidad en el agua subterranea, por el contrario, las moléculas neutras
con valores de log Kow significativos, son menos mdviles, por ejemplo, la 4-
MBC, DHMB y BP3, debido a que pueden mostrar afinidad de adsorcién por la
cantidad de materia organica presentes en los sedimentos, por lo tanto, son
menos moviles y no fluyen con facilidad, lo cual concuerda con lo reportado
por (Hernandez-Leal, Temmink, Zeeman, & Buisman, 2011; Ramos, Homem,
Alves & Santos, 2015).
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Ante esto, se han reportado diferentes concentraciones de varios filtros solares
en agua y sedimentos, las cuales se reportan a continuacién, recalcando que
las concentraciones reportadas, dependen de la época del afio en que se tomen
las muestras debido a que hay temporadas, como en verano, en donde las
concentraciones son significativamente mas elevadas, dado el incremento que
se produce en el uso de filtros solares. (Buser, Balmer, Schmid, & Kohler,
2006), (Fent, Zenker, & Rapp, 2010) . Las primeras investigaciones, realizadas
por (Balmer, Buser, Miller, & Poiger, 2005), mostraron niveles de entre 2 y
35 ng/L para BP3, 4-MBC, OMC y OTC en aguas de lagos suizos y en Japdn se
han reportado concentraciones de BP3 de 25 a 266 ng / L ( (Fent, Zenker, &
Rapp, 2010); (Poiger, Buser, Balmer, Bergqvist, & Miller, 2004). Las
concentraciones ambientales de 3-benzofenona (3BP) en aguas naturales
oscilan entre 0,8 y 8 mg / L (Balmer, Buser, Mlller, & Poiger, 2005). Por otro
lado, segun lo reportado por (Negreira, Rodriguez, Ramil, Rubi, & Cela, 2009),
comparando la concentracion de filtros solares de rios y lagos (agua dulce) en
donde se realizan actividades acuaticas recreativas y en las que no tienen lugar
este tipo de actividades, las concentraciones mas altas de filtros solares se

encontraron en los primeros sitios.

Hay pocas investigaciones sobre la determinacion de filtros solares en agua de
mar, sin embargo, los reportes que se tienen indican principalmente la
presencia de BP3 y sus derivados, con concentraciones que llegan a sobrepasar
los 3000 ng/L. (Tarazona, Chisvert, Ledn & Salvador. 2010). Ademas, en el
estudio realizado por (Balmer, Buser, Miller, & Poiger, 2005), también se
reportaron altas concentraciones de filtros solares en aguas residuales, entre
500-19000 ng/L y 10-2700 ng/L para aguas tratadas. Especificamente, la
benzofenona-3 (BP3) se ha encontrado a 700 ng / Ly 10,400 ng / L en el
efluente de la planta de tratamiento de aguas residuales en Suiza y EE. UU,

respectivamente (Balmer, Buser, Miller, & Poiger, 2005)). Por otro lado,
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(Kasprzyk-Hordern, Dinsdale & Guwy, 2008) reportd concentraciones de BP4

superiores a 4000 ng/L en aguas residuales.

Aunque las concentraciones encontradas en aguas tratadas son relativamente
menores a las de aguas residuales de entrada, es importante mencionar que,
durante el tratamiento de estas aguas, pueden ocurrir diversas reacciones y
cambios en la estructura de los filtros solares, por ejemplo, hidroxilacién, la
cual podria aumentar la biodisponibilidad e incluso aumentar la toxicidad de

los subproductos (Gago Ferrero P. , 2013).

Por otro lado, en sedimentos y lodos se han encontrado principalmente
derivados de BP3 en concentraciones de 0.3-47 ng/g (Ricking, Schwarzbauer
& Franke. 2003; Jeon, Chung & Ryu, 2006; Zhang, Ren, Li, Kunisue, Gao &
Kannan. 2011; Pintado-Herrera, Gonzalez-Mazo & Lara-Martin. 2013), pero
también se ha determinado OMC y OTC en un intervalo de 14-93 ng/g (Rodil
& Moeder. 2008). En la Tabla 2 se incluyen algunas concentraciones de filtros
solares reportadas en sedimentos. (Gago Ferrero P. , 2013)

Tabla 2. Niveles de Filtros solares comerciales (UV-F) encontrados en lodos y
sedimentos de aguas residuales segun datos de la bibliografia

UV-F |Lodo/sedimento de aguas residuales (ng/g)|Sedimento (ng/qg)
10-20 0.7-4
BP3
93-295 0.272-4.66
10-390 4
OMC
100-3287 14-34
320-18740 61-93
OTC
377-3263
AVO 144-517 -
22-331 -
HMS
110-401
oTS 49-280 -
13-270
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Por lo tanto, las diferencias de adsorcién o sedimentacidon, asi como la
fotoreactividad de los filtros solares repercuten en su grado de bioacumulacion
y bioamplificacion, debido a que todas estas son las principales vias de

eliminacion de los UV-F de los diferentes cuerpos de agua.

De manera que, la degradacion de los filtros solares depende de la estabilidad
(principalmente a la luz), de sus caracteristicas lipofilicas (log kow) y afinidad
de adsorcién. Ademas, las caracteristicas de los diferentes cuerpos de agua
(cenotes y humedales) en los que estos compuestos se descargan, son
determinantes en el comportamiento de los UV-F y su persistencia en el medio,
por ejemplo: la cantidad de materia organica presente, la capacidad redox del
medio, o bien, la capacidad de las bacterias para degradar los filtros solares,
la toxicidad y los procesos competitivos entre bacterias presentes en el
sistema. Por lo tanto, las concentraciones de UV-F que se determinaran en
aguas de pozos de riego y posteriormente en hortalizas, dependen

directamente de todos los factores mencionados anteriormente.

2.5 Metodologias analiticas para determinacion vy cuantificacion de

contaminantes emergentes

En los ultimos afios se han desarrollado diversas metodologias analiticas para
la determinacién y cuantificacion de contaminantes ambientales como
pesticidas, farmacos, antibidticos, hidrocarburos, proteinas, etc. Las dos
principales han sido Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion (CLAR) y
Cromatografia de Liquidos acoplada a Espectrometria de Masas de Alta
Resolucion (CL-EMAR) debido a su destacada sensibilidad, ademas de su
idoneidad para la separacién de especies idnicas, no volatiles de alto peso

molecular o especies termolabiles.

CLAR es un método de separacion, identificacion y cuantificacion de mezclas
moleculares que esta basada en el intercambio de los solutos entre dos fases

inmiscibles. Las fases empleadas se denominan fase movil y fase estacionaria.
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La separacion se produce por migracion diferencial en un sistema con dos
fases, generando equilibrios de adsorcién y particion, dependiendo de las

caracteristicas de las fases que se utilicen.

En Cromatografia de Liquidos, las fases moviles utilizadas son fases en estado
liguido, que fluyen continuamente sobre fases estacionarias solidas o liquidas.
Esta técnica analitica se basa en la elucidén de analitos a través de la fase movil
y sobre la fase estacionaria, por lo tanto, la separacidon ocurre de acuerdo a la

afinidad de los compuestos a la fase estacionaria.

Por lo anterior y por la alta sensibilidad que posee CLAR, ha sido necesario el
desarrollo de metodologias para la preparacion o tratamiento de las muestras,
debido a que muchas de ellas, por su naturaleza, son matrices complejas que
estan conformadas por diversos compuestos, contaminantes,
microorganismos, pigmentos, etc; lo cual, puede hacer dificil la determinacién

y cuantificacién de analitos.

El tratamiento de muestras es la primera etapa en el proceso global de analisis
de filtros solares en agua de riego y hortalizas, debido a que son matrices
complejas, por lo tanto, se realiza un pretratamiento con el fin de evitar que

interferencias de la matriz influyan en la identificacién de los analitos.

La determinacién de CDEs (Compuestos Disruptores Endocrinos) en estas
muestras a menudo requiere una preparacion extensa de la muestra antes del
analisis instrumental. La preparacion de las muestras generalmente depende
de la matriz y el analito, por lo que es dificil establecer tendencias generales.
Los métodos de extraccion se seleccionan considerando muestras sdlidas y
liquidas. En la Fig 3 y 4 (ver Anexo I), se esquematiza de manera general, el
proceso que se sigue durante el analisis de contaminantes tanto en muestras

liquidas y solidas.
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Es importante mencionar que existen varias diferencias en el analisis y
pretratamiento de muestras con alto contenido lipidico como grasa animal o
grasas vegetales (>20% lipidos) y muestras con bajo contenido lipidico como
leche con <3% grasa. Las primeras, son las muestras que generan un mayor
reto, debido a que resulta complicado extraer CDEs sin coextraccion de lipidos,
debido a que son muy dificiles de remover y si no son eliminados, al ser
compuestos no volatiles tienden a dafar el sistema cromatografico, resultando
en baja sensibilidad, una vida corta de la columna y un posible dafio al sistema
de deteccion, por lo tanto, los métodos para el pretratamiento de muestras
utilizados para la determinacion de CDEs es de primordial importancia. (Leo
Nollet, 2011)

Ademas, la supresién de iones se ha convertido en el principal problema en
bioanalisis cuantitativo cuando se utiliza LC-MS 6 CL-EMAR. El efecto matriz
proporciona datos incorrectos que afectan negativamente al rendimiento del
estudio. La matriz bioldgica contiene muchos componentes como sales,
fosfolipidos, proteinas y otras sustancias. Todos estos componentes son la
principal fuente de supresion de iones en el bioanalisis. La supresidon de iones
es siempre la razon de que los datos sean incorrectos, lo que proporciona una
precision deficiente. Ademas, se ha demostrado que el porcentaje de supresion
de iones se relaciona con la relacién matriz/analito, es decir, la supresidon de
iones depende de la concentracion del analito en la muestra. Para disminuir la
supresion de iones por el efecto de la matriz, se recurre a un método apropiado

de preparaciéon de la muestra.

Los pretratamientos reportados y mas comunmente utilizados para extraccion

de CDEs en muestras liquidas son:

1. Extraccion liquido-liquido (ELL)
2. Extraccion en Fase Sdlida (EFS)

3. Micro extraccion en fase soélida (SPME)
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4. Extraccion Sorptiva Stir-bar
5. Otros métodos de limpieza, por ejemplo: QUEChERS (dSPE)

La técnica de Extracciéon en Fase Sdlida es el método de preparacién de
muestras mas usado para la determinacion de medicamentos en fluidos
bioldgicos y contaminantes ambientales en agua, debido a su alta eficiencia,
rentabilidad, alta reproducibilidad, facil de utilizar y automatizar, ademas de

gue permite la separacidon y concentracidon de analitos.

Se basa en la utilizacion de un sorbente de 50-200 mg en un cartucho para
separar los analitos de interés de una matriz compleja, a través del cual pasa
una muestra acuosa. Los analitos son absorbidos en el sorbente y luego eluidos
de acuerdo con sus diferentes afinidades entre el material absorbente y la fase

movil utilizada, un disolvente organico.

Para la presente investigacion se utilizd Extraccién en Fase Sélida en Fase
Reversa (RP-SPE), en el cual se utiliza un sorbente no polar del tipo silice unida
(C18, con un tamafio de particula de 40 pm y un tamafno de poro de 60 A).
especificamente, se emplearon cartuchos Strata C18-U, 1g fase solida/6 mL,
Phenomenex, los cuales, por su caracter no polar, son ideales para retener los
compuestos de los filtros solares, ademads de otros contaminantes con

caracteristicas medianamente polares o no polares.

Es importante mencionar que este tipo de SPE es menos selectivo en
comparacion con la fase normal o el SPE de intercambio idnico, ademas,
también se pueden utilizar absorbentes poliméricos o absorbentes de

poliestireno.

Por otro lado, los tratamientos reportados y cominmente utilizados para

muestras solidas son:

1. Extraccion con disolventes

2. Extraccion Soxhlet
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Sonicacidon
Extraccion asistida por microondas
Extraccion acelerada con disolventes

Extraccion de fluido supercritico

N oA W

Extraccion en matriz de fase sélida

Para la presente investigacion, se llevd acabo extraccion con disolventes,

seguida de una sonicacién y una limpieza con tubos QUEChERS (dSPE).

Para limpiar las muestras de algunos compuestos como lipidos, azucares,
acidos organicos, o pigmentos, como la clorofila e incluso agua residual, se
empled el método QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged y Safe,
Marchis, Ferro, Brizio, Squadrone & Abete; 2012). En espafol, Rapido, Facil,
Barato, Efectivo, Robusto y Seguro. Este tipo de tratamiento se basa en la
extraccion en fase solida dispersiva (d-EFS), el cual se utiliza principalmente
para la extraccién simultdnea de compuestos polares y no polares y que
ademas son afectados por el pH del medio, debido al control del pH durante la
fase de extraccidn, optimizando la recuperacion de los analitos. Aunque es un
método muy nuevo (publicado por primera vez en 2003; Anastassiades,
Lehotay, Stajnbaher & Schenck, 2003), ya ha sido ampliamente aceptado por
la comunidad internacional de analistas de contaminantes medioambientales.
Es importante mencionar que la principal ventaja de este tratamiento es el
consumo relativamente bajo de disolventes. La tendencia se ha inclinado hacia
la particion liquido-liquido con acetonitrilo, seguida por una etapa de limpieza
de extraccion en fase soélida dispersiva con amina secundaria (PSA), debido a
que el acetonitrilo se separa del agua con facilidad y eficacia, al agregar sal,
siguiendo esta tendencia, los dos tipos de tubos QUEChERS utilizados fueron
Supelco 55227-U y Supelco 55464-U.

Por otra parte, en cuanto al analisis de muestras para confirmacién y

cuantificacion de analitos, se ha implementado con mayor frecuencia el uso de
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Cromatografia de Liquidos Acoplado a Masas. Es importante mencionar que
esta metodologia analitica también se utiliza en el analisis de otros
contaminantes, no solo filtros solares, también se pueden determinar

pesticidas y medicamentos.

Debido a que el andlisis en CL-EMAR realiza una separacién por masa-carga,
se tiene que ionizar la muestra, la cual se lleva a cabo utilizando interfaces de
ionizacidon a presion atmosférica (API), es decir, ionizacién por electrospray
(ESI), ionizaciédn quimica a presion atmosférica (APCI) y ionizacidn

fotoelectronica a presidn atmosférica (APPI).

ESI es una ionizacién por transferencia de carga muy suave, especialmente
adecuada para compuestos muy polares o idénicos y compuestos con un alto
peso molecular, generalmente proporciona una mejor sensibilidad para
analisis de compuestos. Por lo anterior, en modo positivo (ESI+) la especie
que generalmente detecta el equipo es el ion molecular protonado [M+H]+,
mientras que en modo negativo (ESI-) la especie que es el ion molecular

desprotonado (M-H)-.

Mas recientemente, la técnica de masas en tandem (MS") se ha convertido en
una herramienta poderosa para el anadlisis de residuos en una variedad de
matrices complejas debido a sus ventajas inherentes: selectividad vy
sensibilidad notablemente mejoradas, tanto que los pasos previos a la muestra
pueden minimizarse, y aun asi son confiables. La cuantificacion y Ila
confirmaciéon se pueden lograr facilmente a los niveles de concentracion bajos

que se requieren en la determinacién de pesticidas (ppb o ppm).

2.6 Compuestos disruptores endocrinos

Desde 1992 y especialmente desde la publicacidon del libro Our Stolen Future
(Colborn, Dumanoski, & Myers, 1996), se detond una gran discusién centrada

en la repercusion de ciertos compuestos quimicos en el funcionamiento
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anormal del sistema endocrino, los cuales pueden llegar a ser detonantes de
enfermedades cancerigenas y de posibles efectos negativos como disruptores
en el sistema endocrino, afectando la reproduccién y el desarrollo de
mamiferos y humanos. (Alsev, Korsgaard & Bjerregaard, 2005; Chen et al.
2008; Darbre, 2006; Schlumpf y otros, 2008 a; Yang et al. 2008). Entre los
compuestos denominados disruptores endocrinos, se encuentran diversos
productos para el cuidado personal, entre Ilos cuales destacan:
desinfectantes/antisépticos  (triclosan, triclocarbono, etc), fragancias
(compuestos policiclicos, nitrados y sus metabolitos)
antioxidantes/conservadores (acido ascorbico, acido benzoico, parabenos,
terbutil-4-hidroxianisol, 2,6-di-tert-butil-p-hidroxitolueno, tocoferoles, etc.) y
filtros solares: benzofenona (BP3), acido octil-dimetil-p-amino-benzoico (OD-
PABA), homosalato (HMS), octilsalato (OTS)), etc.

Aunado a los productos para el cuidado personal, existen otros grupos de
compuestos identificados como disruptores endocrinos, entre estos se
encuentran: pesticidas (dieldrin, endosulfan, entre otros), farmacos
(dietilestilbestrol, mestranol, etinil-estradiol, etc.), organohaldégenos
(diclorodifeniltricloroetano (ddt), diclorodifenildicloroetileno (dde), bifenilos de
policlorinato (pcb), dioxinas y furanos), organoestafio (tributilestafio (tbt)),
fenoles (bisfenol a y f), ftalatos (dietilhexilftalato, butilbenzilftalato, etc),
hormonas naturales (17b-estradiol, estrona, etc), fitoestrédgenos
(isoflavonoides, lignanos, b-sitosterol, etc), hidrocarburos aromaticos
(benzo(a)pireno, benzo(a)antraceno, benzo(b/h) fluoranteno, etc), metales
pesados (cadmio, plomo, mercurio, etc), residuos industriales y diversos
contaminantes provenientes de la agricultura, actividad minera, aguas

residuales domésticas, entre otros.

El sistema endocrino, junto con el sistema nervioso son los principales
sistemas de comunicacidon de mamiferos, vertebrados (peces, anfibios, reptiles

y pajaros) e invertebrados (caracoles, langostas, insectos y otras especies).
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Esta compuesto por glandulas (pituitaria, tiroides, paratiroides, adrenalina,
glandula pineal, géndolas (ovarios en hembras y testiculos en machos), etc.)
y hormonas (moléculas bioquimicas que viajan a través del sistema sanguineo,
aminoacidos, proteinas, esteroides, eicosanoides, etc.), los cuales promueven
el desarrollo, el crecimiento, la reproduccion y el comportamiento de animales
y humanos, actuando como mensajeros con un receptor especifico (Lister &
van der Kraak, 2001).

Cuando una hormona se encuentra con su receptor, se unen, desencadenando
la produccion de proteinas particulares que activan la actividad bioldgica
asociada con las hormonas. La manera en la que actian las hormonas puede

ser:

1. Organizacional (funciones enddcrinas): Son las mas importantes, en
términos de efectos permanentes en relacién con contaminantes del
medio ambiente, especialmente durante el desarrollo fetal. Generado
por hormonas y glandulas, responsables de la comunicacién celular.
Cada glandula produce una o mas hormonas. Las hormonas son
sustancias quimicas naturales producidas en las células de una glandula
y liberadas al sistema circulatorio, donde viajan a través del torrente
sanguineo hasta llegar a un tejido u organo blanco. Alli se unen a
receptores especificos, disparando respuestas tales como la produccion
y/o liberacién de otra hormona, un cambio en el metabolismo, una
respuesta conductual u otras respuestas. Por ejemplo, la glandula
pituitaria produce mas de ocho hormonas, entre ellas, la prolactina y la
hormona del crecimiento. La prolactina participa en la produccién de la
leche materna (Unicamente en mujeres que estdn en esta etapa de
lactancia), por otro lado, la hormona del crecimiento es sintetizada
durante toda la vida, por lo tanto, esta es una de las hormonas mas

importantes para el sistema enddcrino, especialmente en la etapa de la
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infancia. (Lister and van der Kraak 2001; Guillete, y otros, 1996; Palanza
y otros, 1999; Gore, A. C, y otros, 2014).

2. Activacional (funciones no enddcrinas): Solo causa cambios transitorios
en una gran cantidad de procesos celulares. Por ejemplo, el pancreas
produce la hormona insulina, que circula en el torrente sanguineo y es
necesaria para mantener la homeostasis de la glucosa. También produce
las enzimas digestivas que van directamente al tracto digestivo y no son
parte del sistema endocrino porque no son liberadas en la sangre (Lister
and van der Kraak 2001).

Segun la Sociedad de Quimica y Toxicologia Ambiental (SETAC, por sus siglas
en inglés), define a un disruptor endocrino como la sustancia o sustancias
guimicas, sintéticas o naturales que perturban el funcionamiento normal del
sistema endocrino y sus hormonas en humanos y mamiferos (SETAC, 2000).
Por otro lado, U.S. EPA. 1997, los define como un agente externo que interfiere
con la produccién, liberacién, transporte, metabolismo, unién, acciéon y
eliminacion de hormonas naturales en el cuerpo, las cuales son responsables

de mantener la homeostasis y la regulacion de los procesos de desarrollo.

Hay varias maneras en que los disruptores endocrinos pueden interferir con el
sistema endocrino, pueden imitar o bloquear las hormonas naturales y alterar
los niveles hormonales, por lo tanto, afectan las funciones que controlan estas
hormonas, otra manera es la alteracion de la capacidad para producir
hormonas, interferencia con las formas en que las hormonas viajan a través
del cuerpo y cambios en el nimero de receptores. Independientemente de la
situacion, tener demasiado o muy poco de las hormonas que necesita el cuerpo
humano, puede hacer que el sistema endocrino funcione inadecuadamente
(Sonnenschein & Soto 1998).

Para que los compuestos disruptores endocrinos puedan interferir en el

sistema endocrino primero necesitan entrar en el organismo.
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Desafortunadamente, el ser humano esta expuesto a este tipo de compuestos
de muchas maneras. En la fig 5 (ver Anexo I), se esquematizan las diferentes
vias por las que estos compuestos pueden ingresar al cuerpo humano. (Leo
Nollet, 2011).

La principal preocupacién que se ha generado acerca de los compuestos
disruptores endocrinos radica en que, durante los 9 meses entre la concepcion
y el nacimiento, el cerebro fetal se desarrolla y guia por sefiales quimicas
naturales y las hormonas juegan un papel crucial en el desarrollo y crecimiento
fetal, por lo tanto, debido a la forma en la que actuan estos compuestos, los
fetos y los embriones son especialmente sensibles en ciertas etapas y aun a

bajas dosis de estos compuestos.

Ademas, las consecuencias que causan estos compuestos en la mayoria de los
casos no se hacen visibles sino hasta después de un tiempo prolongado,
incluso anos, debido a la bioacumulacién y bioamplificacion de estos
compuestos. Por lo tanto, los efectos no se reflejan de manera inmediata, sino
a través de los afios, llegando a afectar a las siguientes generaciones.
(Colborn, Dumanoski, & Myers, 1996; U.S. EPA. 1997).

Aunqgue se ha reportado que, en humanos, hay un aumento en la incidencia
de cancer de mama, testicular y prostatico, disminucion de la calidad del
semen, mayor incidencia de ovarios poli quisticos en mujeres y endometriosis
(IEH 1995; Colborn, Dumanoski, & Myers, 1996; U.S. EPA 1997; Foster,
2001). El dafio ocasionado por los diversos compuestos disruptores endocrinos
en el cuerpo humano, se ha reportado de manera empirica, debido al
desconocimiento del dafio que podian generar ciertos medicamentos o
compuestos. La poblacién se vio expuesta a diversos CDE's que tuvieron
severas consecuencias en la poblacidn, tal es el caso del dietilestilbestrol (DES)

o del PCB y dibenzofuranos policlorados (PCDF) presentes en aceite de arroz.
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A pesar de la evidencia empirica que se tiene sobre el efecto de estos
compuestos en los humanos, segin lo reportado por Damstra, Barlow,
Bergman, Kavlock & Van Der Kraak, 2002, en “"Global Assessment of the State
of the Science of Endocrine Disruptors”, se concluyé que los estudios que
determinan los efectos de los compuestos disruptores en humanos, han
arrojado resultados inconsistentes y no concluyentes, por lo que resalta la
necesidad de estudios mas rigurosos, debido a que la Unica evidencia que se
tiene sobre los efectos negativos en el cuerpo humano, es proporcionada por
estudios con altos niveles de exposicidon, por lo que, para muchos de estos
compuestos, la relacion dosis-respuesta no ha sido establecida todavia,
especificamente en rangos bajos de dosis, ademas de que estas dosis varian

de especie a especie.

La principal evidencia que permite cuestionarse la implicacién de los filtros
solares como disruptores en el sistema enddcrino, radica en sus caracteristicas
lipofilicas, debido a que por su elevada lipofilicidad, la mayoria de los
compuestos tienen un log Kow entre 4 y 8, y por su relativa resistencia a la
degradacion bioldgica, los filtros UV tienden a bioacumularse en los tejidos
grasos de los organismos por lo tanto, aumentan de concentracion a medida
gue avanzan a través de la cadena alimenticia, es decir, se bioamplifican
(Diaz-Cruz & Barceld, 2009).

Debido a que las especies mas altas en la red alimentaria pueden ser
expuestos a todos los compuestos quimicos que acumulan las especies de
orden inferior (bioamplificacidon). Un estudio realizado por (Fent, Zenker, &
Rapp, 2010) sobre la bioamplificacion de OMC en cormoranes, aves que se
alimentan de peces, mostré que las concentraciones promedio de OMC en 5
de estas aves fueron de 341 ng/g peso lipidico, con valores en el rango de 16-

701 ng/g peso lipidico.
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En otros paises se ha documentado la acumulacién de filtros solares a varios
niveles tréficos en mejillones, almejas, camarones, peces o pescados, los
cuales son consumidos de manera directa por el humano (Bachelot, y otros,
2012; Gago Ferrero, y otros, 2013; Alonso, y otros, 2015). En peces de rios y
lagos de Suiza se ha reportado la bioacumulacion de 4-MBC y OCT, con
concentraciones de 50-1800 ng/g masa lipidica y 40-2400 (ng/g masa lipidica,

respectivamente.

Teniendo en cuenta el gran numero de filtros solares utilizados y otras
alteraciones endocrinas. Los compuestos, filtros UV hormonalmente activos,
pueden actuar de manera aditiva. De hecho, las interacciones acumulativas se
han demostrado en pocos estudios y muchos de ellos informan efectos
sinérgicos significativos de combinacion de filtros UV. (Brian, y otros, 2005;
Kunz & Fent, 2006; Kunz & Fent, 2009).

Algunas de las consecuencias de la bioacumulaciéon de diversos compuestos
disruptores endocrinos en mamiferos son cambios de sexo, incremento en la
generacién de cancer, reduccion de la funcion reproductiva, alteracion de la

inmunidad y sistema nervioso, asi como un desarrollo anormal.

Sin embargo, los trabajos sobre el efecto de estos compuestos en la biota aun
son escasos Yy la mayoria de ellos se han centrado en experimentos tanto in
vivo como in vitro, principalmente en peces, reportando feminizacion vy
masculanizacion, vitelogénesis, bajo rendimiento reproductivo, alteracion de
la funcién tiroidea, disminucion de la fertilidad y eficacia en el proceso de
incubacion y, por lo tanto, de la poblacién, asi como alteraciones del sistema

inmune.

En trucha arco iris y medaka japonés (Oricias latipes), las concentraciones de
umbral para una respuesta estrogénica en la vitelogenina (VTG) a la exposicion
de BP3 fue de 620-749 ug/g. (Coronado, y otros, 2008). Por otra parte, en

peces macho de cabeza pequefia (Pimephales promelas), se determind que
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concentraciones superiores a 1.2 mg/L de BP2 inducian VTG, modificaban la
histologia de las gdnadas y la produccién de ovocitos en peces hembras se
inhibid significativamente. (Weisbrod, Kunz, Zenker & Fent, 2007; Fent, Kunz
& Gomez, 2008). En el mismo pez, se determind que concentraciones
superiores a 435 ug/L de 3BC, tenian alta potencia estrogénica, induciendo
VTG. (Purdom, y otros, 1994; Jobling, y otros, 1995; Routledge, y otros, 1998;
Kunz, Gries & Fent, 2006).

2.7 Danio rerio

Ante los efectos en el sistema endocrino que se han reportado por diversos
CDE s, se han generado dos principales dudas: écuan grande es el efecto de
estos compuestos en la salud humana, especialmente en niveles bajos de
exposicion? écudles son los efectos no observados de los filtros solares? Para
responder esto, recientemente se han determinado efectos adversos inducidos
por UV-F, que afectan la reproduccion y al desarrollo de los individuos, como
una reduccion de la fecundidad o alteraciones en los érganos o en el desarrollo
embrionario, asi como efectos en el eje hipotalamo-pituitario-tiroide, en

diversos organismos acuaticos, uno de los mas importantes es el pez cebra.

Desde los afios 80's y 90" s, el pez cebra (Danio rerio) se ha convertido en un
prometedor modelo animal alternativo para detectar la teratogenicidad en la
evaluacién de la toxicidad del desarrollo preclinico, ademas ha aportado
grandes avances en el desarrollo de la biologia, oncologia, estudios sobre
reproduccion, genética, neurobiologia, ciencias ambientales, medicina

regenerativa, en el desarrollo y evolucién de farmacos.

El pez cebra es un teledsteo tropical de agua fresca perteneciente a la familia
Cyprinidae representando Unicamente cuatro especies indigenas del sur de
Asia, siendo estas: Danio dangila, Danio jaintianensis, Danio meghalayensis y
Danio rerio, las cuales estan distribuidas principalmente alrededor de India,

Bangladesh, Nepal, Myanmar y Pakistan.
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Las diferencias morfoldgicas entre machos y hembras de pez cebra son muy
claras, aunque en general son una especie pequefa debido a que su tamafo
oscila entre los 2-3 cm de largo. Los machos son translicidos con franjas
negras, delgados y con forma de torpedo, seguidos por franjas negras
longitudinales y usualmente una coloracién dorada en el vientre y las aletas.
Las hembras son gordas cuando estan cargadas de huevos y tienen poco o
nada de color dorado en la parte inferior. Por otra parte, los embriones se
desarrollan en 2-4 dias, son claros, por lo cual, son faciles de observar al
microscopio y permite estudiar diferentes fases de desarrollo embrionario,
(Driever, Stemple, Schler & Soinica-Krezel, 1994), por lo tanto, estas
caracteristicas son importantes para su creciente utilizacion como modelo

bioldgico.

El desarrollo embrionario del pez cebra (Kimmel, y otros, 1995) se ha
estudiado a detalle, desde las etapas pre-gastrula hasta la gastrula a través
de la organogénesis (Schmitt y Dowling, 1994; Stainier y Fishman, 1994), lo
cual genera informacién solida sobre la deteccion e interpretacion de fenotipos
mutantes. Aunado a lo anterior, el pez cebra posee diversas caracteristicas
similares al humano, principalmente en la construccion del genoma vy la
organizacion cerebral. Incluso, esta reportado que el pez cebra mostré una
homologia del 50% al 80% con el genoma humano disponible (Sprague,
2008), por tal motivo una de las aplicaciones mas conocidas sobre el pez

cebra, es en investigaciones sobre Alzheimer (Santana, Rico & Burgos, 2012).

Debido a las similitudes entre el pez cebra y el humano y a su accesibilidad
econodmica, también se ha utilizado este organismo acuatico para interpretar
el comportamiento y toxicidad de ciertos compuestos quimicos en el cuerpo

humano, por ejemplo: filtros solares, pesticidas, entre otros.

Es, por lo tanto, que la prueba de embriotoxicidad del pez cebra (ZF) (ZET) se

propuso recientemente como actualizacién en la guia ICH S5. Ademas, este

39



modelo permite el monitoreo continuo del desarrollo de un organismo
completo desde la embriogénesis temprana hasta la incubacion y mas all3,
primeramente, porque es mas barato y mas rapido que los ensayos con

mamiferos. (Streisinger, Walker, Dower, Knauber & Singer 1981).

Se han realizado estudios en el pez cebra (Danio rerio) para evaluar el
potencial endocrino y efectos tdoxicos de diversos filtros solares, entre ellos,
AVO, OMC y OTC (Kaiser, y otro, 2012), los resultados revelaron que la
toxicidad de estos filtros solares es baja. En particular, OMC tuvo efectos sub-
letales con NOEC de 100 mg/kg. En peces, se ha descrito que concentraciones
de BP3 de hasta 439 mg/L exhiben multiples actividades hormonales en los
niveles de transcripcidn en eleuteroembriones y pez cebra adulto (Blithgen,
Zucchi & Fent, 2012). Por otra parte, un reciente estudio sobre el efecto de
BP3 en la expresidn del gen de vitelogenina 1 (VTG1) y la transcripcién de las
enzimas catalasa (CAT), superoxido dismutasa (SOD) y glutatidon peroxidasa
(GPx)., que participan en el equilibrio redox celular, reveld que a una
concentracion de 1000 mg/L BP3, Unicamente se produjo un aumento

significativo del gen VTG1 con respecto al control (Rodriguez, y otros, 2015)

Ante las caracteristicas quimicas de BP3, OCT, OMC, AVO, OTS y HMS, que los
hacen susceptibles a ser bioacumulados, la exposicibn aguda a
concentraciones determinadas en las muestras, se usé en el presente estudio
para obtener informacién toxicoldgica importante, con respecto a estos

compuestos organicos.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo General

Demostrar la presencia de seis compuestos quimicos que se aplican mas

frecuentemente en los filtros solares comerciales, en el agua de riego y

hortalizas cultivadas en la peninsula de Yucatan, sefalando con ello la

migracion de contaminantes del agua de riego hacia las hortalizas y por tanto

un riesgo alimentario para los consumidores.

3.2 Objetivos particulares

1. Validar el método analitico desarrollado por Osorio-Ledn, 2017, en CLAR,

mediante la calibracién del proceso de extraccién (porcentaje de

recuperacion en EFS) y determinando el limite de deteccién, limite de

cuantificacion y especificidad del

método, para posteriormente

identificar filtros solares presentes en hortalizas y agua de riego de la

peninsula de Yucatan:

Tabla 3. Filtros solares organicos analizados.

Solubilidad
) , Log Kow
Nombre quimico Estructura quimica o en agua
(lipofilicidad)
(mg/L)
Filtros solares no acidos
0
3-benzofenona
3.79 210
(BP3)
Me,
0 OH
N 0
X
Octocrileno (0] Me
| 7.35 0.2
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Avobenzona
4.51 4
(AVO) Me O,Me

Me
Me
0
Octil-
metoxicinamato N OW\/\Me 5.8 150
(OMQO) Me\0

Filtros solares acidos

0
Octisalato
0 Me 5.97 15
(OTS)
OH Me
Me
Homosalato o
s e 6.16 20
( ) o e
OH

2. Realizar un estudio de confirmacién de filtros solares identificados en
CLAR, mediante un analisis dirigido implementado en CL-EMAR.

3. Determinar las concentraciones nominales de filtros solares tanto en
agua de riego como en hortalizas, por medio de CL-EMAR.

4. Evaluar los efectos bioldgicos de filtros solares en un bioensayo de
toxicidad en embriones de pez cebra, para:
1) Determinar una disrupcion visible, y de esta manera, demostrar un
riesgo alimentario para la poblacion de la peninsula de Yucatan,
evaluando el efecto que causan las concentraciones nominales

determinadas en agua y hortalizas, en embriones de pez cebra.
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2) Detectar un problema ambiental, es decir, el o los posibles efectos
toxicoldgicos que los filtros solares ocasionan en la biota de los cenotes,
generalmente peces bagres. Evaluando concentraciones mayores a las
determinadas en agua y hortalizas.

. Determinar la presencia de pesticidas y otros contaminantes emergentes
en agua de riego y hortalizas cultivadas de los mismos sitios

muestreados por medio de un analisis no dirigido en CL-EMAR.
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4%

4. Metodologia

Tabla 4. Diagrama general de la Investigacion

Etapa I

Etapa II

Etapa III

Etapa IV

Etapa V

VValidacion del
meétodo analitico

Determinar la
linealidad, limite de
deteccion,
cuantificacion y
especificidad del
método.

Calibracion del
proceso de
extraccién (EFS).

Muestreo y
preparaciéon de
muestras.

(Osorio-Ledn, E.
2017)

Analisis dirigido en
CLAR (filtros
solares).

Separacion de
analitos por
polaridad y
afinidad a la fase
estacionaria (C18),
utilizando como
fase movil
metanol/agua
(82:18 v/v) en
CLAR

Identificacion de
filtros solares en
las muestras, por
tiempo de
retencion de los
analitos.

Analisis dirigido en
CL-EMAR (filtros
solares).

Confirmacién de
analitos en CL-EMAR
mediante dos
métodos de
ionizaciéon por
electrospray (ESI),
ESI+ y ESI-.

Cuantificacion de
analitos mediante la
inyeccion de un
estandar deuterado

Bioensayo en pez
cebra

Seleccién de las
concentraciones a
evaluar.

Cuidado y
mantenimiento de
organismos
Apareamiento de
organismos
Bioensayo

Analisis no dirigido en
CL-EMAR (pesticidas)

Implementaciéon de
condiciones de analisis
en CL-EMAR..
Creacion de la base de
datos PCLD.
Identificacion de
contaminantes en las
muestras.

(Hoja de aplicacién
20035),
(Phenomenex, 2019)




Etapa I. Validacion rapida del método de analisis desarrollado por
Osorio (Osorio-Leodn, E. 2017).

Para el analisis de los filtros solar se realizd una validacion parcial rapida del
método desarrollado por Osorio (Osorio-Ledn, E. 2017). Luego se desarrolld
un método analitico por CL-EMAR, para la confirmacién y cuantificacion de los

filtros solares presentes en las hortalizas.

El método implementado por Osorio-Ledn, E. 2017, se basa en un equilibrio
de adsorcion, en fase reversa, al utilizar como fase estacionaria una fase no
polar quimicamente unida (C18) en un lecho cromatografico cerrado en
columna y como fase modvil una mezcla de disolventes polares grado
cromatografico previamente desgasificados y filtrados (MeOH/agua 88:12,
v/v) en un método isocratico con un flujo de 1 mL/min, durante 20 min.
Ademas empled un detector UV/vis programado a la longitud de onda maxima

de cada filtro solar.

La validacién del método es parte importante de las buenas practicas de
laboratorio y se realiza con la finalidad de garantizar la calidad del método
analitico y la obtencidn de resultados fiables. Para realizar la validacién del
método desarrollado por Osorio (Osorio-Ledn, E. 2017), se realizd una curva
de calibracion de cada analito para determinar la exactitud, la precisién del
método y optimizar las condiciones de separacién. Ademas, se realiz6 una
calibracion del proceso de extraccién por EFS (Extraccién en fase Sdélida),
mediante pruebas de porcentaje de recuperaciéon en EFS para determinar el
disolvente de elucién y condiciones dptimas para la extraccidon, concentracion

y determinacion de los analitos.
1. Linealidad (Curva de calibracion o Curva Estandar)

Con el fin de determinar la linealidad del método, es decir, la facilidad del
métdo analitico para obtener resultados de las pruebas que son directamente

proporcionales a la concentracion del analito en la muesta, se realizd una curva
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de calibracién de 4 puntos (0.5, 1.0, 10 y 20 pg/mL) de cada uno de los filtros
solares en estudio, analizadas bajo las siguientes condiciones.

Tabla 5. Condiciones de analisis implementadas por Osorio-Leén, E. 2017.
Sistema cromatografico Sistema CLAR Varian Polaris 211, que consta de
dos bombas 211, detector de UV 315

programado a la longitud de onda maxima de

cada filtro solar, y colector de fracciones 701 e

inyector automatico 431.

Fase Reversa

Columna (Fase Luna C18 (Phenomenex 100 & , 5 um, 4.5 x 250
Estacionaria) mm)

Fase Movil MeOH-Agua (88:12 v/v, método isocratico),

flujo de 1mL/min por 20 minutos,

Analisis (Software) Programa Galaxie de Varian.

El limite de deteccidén (LOD) es la cantidad mas baja de analito en una muestra
que se puede detectar, pero no necesariamente cuantificar, es la cantidad
inyectada que produce una sefial con una altura al menos tres veces mas alta
que el nivel de ruido basal. El limite de cuantificaciéon (LOQ) o también
denominada sensibilidad, es la cantidad minima que se puede cuantificar con

una exactitud y precisidon aceptables. (Mohammad, Aziza & Mohamed, 2017).

2. Calibracion del proceso de extraccion (Porcentaje de recuperacion en EFS)

Cada cartucho se lavé con metanol y se acondiciond con agua (5 mL de cada
fase moévil), luego se aplicé cada muestra. Para el recobro, se aplicaron
soluciones de 20 y 100 ug de cada bloqueador en 500 mL de agua destilada y
se pasaron por el cartucho EFS, por duplicado, empleando un manifold, para

enseguida lavar el cartucho con agua tres veces.
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Para determinar el disolvente adecuado, la elucion de los analitos se realizd
con tres diferentes mezclas de disolventes, con el fin de comparar el
porcentaje de recuperacidn obtenido con cada disolvente y de esta manera,
elegir el disolvente 6ptimo para la determinacién y cuantificacidon de filtros
solares. (Dimosthenis, Amparo & Chisvert, 2007; Ramos, Homem, Alves &
Santos, 2015)

Las condiciones y disolventes probados fueron:

1. Metanol/Acetato de etilo (1:1)

2. Metanol/Acetato de etilo (1:1) (dejando secar el cartucho)

3. Metanol/Diclorometano (1:1)
El disolvente se evapord en un Rotavapor Buchi R-215 y se reconstituyd la
muestra en 400 uL de metanol, para inyectar 20 uL en el sistema CLAR
(Sanchez, Miguel & Tadeo, 2011). Finalmente se calculé el porcentaje de

recuperacion obtenido con cada disolvente.

3. Muestreo y Preparacion de muestras

A) Muestreo

Las zonas en las cuales se llevaron a cabo los muestreos corresponden a Cholul,
Col. Montes de Amé (en la Cd. de Mérida) y Timucuy, todas ubicadas dentro
de la Peninsula de Yucatan, seleccionadas con base a las caracteristicas del
suelo y dinamica del acuifero subterraneo. En la figura 6 se presenta la

georreferenciacién de las zonas muestreadas.
e Muestras de agua de pozos de riego.

Para el muestreo de agua, se utilizaron recipientes color ambar (para
minimizar la degradacién de los filtros por la luz solar), previamente lavados
con metanol (para evitar contaminacion proveniente de otros agentes). Las

botellas se enjuagaron con agua de muestra antes de llenarlas.
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En el sitio, se solicitd que se encendiera la bomba de extraccion del agua, y de
la toma de agua de riego se dejo correr el agua por 3 minutos para quitar el
agua residual previa. Luego se tomaron 8 L de agua de los pozos. Después de
rellenar se asegurd que no habia espacio de cabeza. En cada sitio se solicité
la profundidad de cada pozo (profundidad minima: 10 m; profundidad

maxima: 18 m).

Para realizar una comparacion con agua no contaminada con filtros solares, se
utilizdé agua purificada (agua de garrafén) como el control de las muestras de

poZzos.
e Muestras de hortalizas.

Se seleccionaron cultivos de hortalizas de agricultores organicos del mercado
“Slow food”, quienes implementan técnicas libres de pesticidas, por lo que el

estudio persiguidé dos objetivos:
1) verificar la ausencia de pesticidas en estos alimentos organicos vy,

2) demostrar la presencia de filtros solares en las hortalizas, los cuales

migraron debido al agua de riego de pozo empleada en su cultivo.

Antes de realizar el muestreo de las hortalizas, se verificd que las hortalizas

de todos los invernaderos visitados fueran regadas con agua de pozo.

La recoleccion de las hortalizas se realizé tomandolas con la mano,
cubriéndolas con papel aluminio, almacenadas en bolsas herméticas (Kaiser,
et al. 2011). En la figura 7 se presenta el invernadero “Colectivo Milpa”,

ubicado en Montes Amé (Mérida, Yucatan).

Para realizar una comparacion con hortalizas cultivadas con agua de riego
diferente a la de la Peninsula, se compraron hortalizas de un centro comercial
de la Ciudad de Mérida, verificando que su origen fuera de Cuernavaca o Cd.
de México; estas muestras durante todo el analisis fueron establecidas como

control de la matriz.
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En cada procesamiento de las hortalizas, se realizaron controles negativos,
analizando los reactivos y disolventes empleados. En la tabla 6 se presentan
las diferentes hortalizas colectadas.

Tablla 6. Hortalizas muestreadas en cada sitio.
Area de Cholul | Col. Montes de Amé Timucuy Centro

muestreo (en la Cd. de Mérida) Comercial

Hortalizas |Ardgula| Arugula, espinacay [Pepino, cebollin, Cebollin,
cebollin. y arugula. arugula y

pepino

B) Preparacion de las muestras
1. Muestras de agua de riego
Analisis dirigido por CLAR

Se llevd a cabo un enriquecimiento en EFS (Extraccion en Fase Sdlida), EFS es
una técnica utilizada para el enriquecimiento de las muestras de agua (pozos),
debido a que las concentraciones esperadas de bloqueadores solares en estas
muestras, estan dadas en ng/L y el sistema CLAR detecta ng/L, por lo tanto,
esta técnica permite concentrar las muestras y trabajar con un volumen menor
de muestra, al inyectar en el sistema CLAR. Con base en lo reportado en la
literatura, los disolventes de elucion mas utilizados en RP-EFS son metanaol,
acetonitrilo o mezclas de disolventes, (Dimosthenis, Amparo & Chisvert, 2007;
Ramos, Homem, Alves & Santos, 2015). Para la eleccién del disolvente
adecuado se hicieron pruebas de recuperacion (vida supra, pag 46). Se
utilizaron cartuchos Xtrata fase reversa C-18U (Phenomenex Inc.) de 1g fase/6
mL, para el manejo de las muestras en lote se empled una bomba de vacio
(Felisa) y un sistema Manifold de 12 muestras (Phenomenex), el proceso
general se ilustra en la fig 8. La técnica de Extraccion en Fase Sdlida se dividid

en 5 pasos principales:
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Tabla 7. Procedimiento en Extraccion en Fase Sdlida
Paso Nombre Descripcién

1 Acondicionamiento | Activacidon de sorbentes hidrofdbicos. En este
caso, se lavd con metanol y se acondiciond con

agua (5 mL de cada fase movil).

2 Carga de la C18, afinidad con compuestos de polaridad
muestra media y baja. Se aplicaron 8 L de agua de cada

pozo, empleando el manifold

3 Lavado Eliminacién de compuestos que puedan interferir
con los analitos. Se lavo el cartucho con agua

grado HPLC tres veces.

4 Elucién Finalmente los analitos se eluyeron con una
mezcla de disolventes MeOH/Diclorometano 1:1
(5 mL).

5 Concentracion El disolvente se evapord en un Rotavapor Buchi

R-215 para determinar rendimiento y se

almacenaron en viales ambar a -20 ©°C.

Confirmacion y cuantificacion de los filtros solares mediante CL-EMAR

5 mL de la muestra de agua de riego se liofilizaron. Se pesd la muestra
obtenida y se reconstituyd en un mL de MeOH grado CL-EMAR, luego se
realizaron diluciones con MeOH para tener un rango de ug a pg de la muestra

y a cada una se le adicioné 40 uL del estandar interno deuterado (BP3-D5).
2. Muestras de hortalizas.

Una vez realizado el muestreo, las muestras de hortalizas se lavaron con agua
destilada, se empaquetaron en papel aluminio y se congelaron a -70 °C (ultra
congelador REVCO).
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Extraccion en frio con aplicacion de sonicacion

Las hortalizas previamente congeladas, se molieron y homogeneizaron hasta
obtener un polvo fino en un mortero de porcelana, para enseguida pesar 10 g
de cada muestra. A cada muestra se le afadidé 40 mL de una mezcla de
AcOEt/MeOH (70:30), se agitd manualmente durante 10 minutos y se sonicé
15 minutos (bafio ultrasénico Branson 2510). En la fig 9, se ilustra el proceso
de elaboracién de extractos. La muestra se centrifugd a 5000 RPM por 10
minutos a 25 °C. Se recuper6 el sobrenadante y finalmente se llevd a sequedad

con un Rotavapor Buchi R-215 para determinar rendimiento.

Debido a la selectividad limitada de las extracciones basadas en disolventes,

fue necesario realizar una limpieza exhaustiva antes del analisis instrumental.
Limpieza de los extractos de hortalizas

Debido a que las muestras de hortalizas son matrices demasiado complejas;
por su alto contenido de pigmentos, vitaminas, lipidos, entre otros, y a que
todos estos compuestos pueden interferir con la determinacion y cuantificacion
de los analitos, es necesario recurrir a un tratamiento que ayude a eliminar
estos coextrativos de las hortalizas, con el fin de tener una cuantificacidon

eficiente.

Las muestras se reconstituyeron en 4 mL de AcOEt y se transfirieron a tubos
de centrifuga de 15 mL Supel QuE Citrate (Supelco 55227-U, NaCl 1 g, MgS04
0.9, Citrato, ver figura 10, en anexo I). Los componentes principales de este
tipo de tubo QUeChERS son:

1. Sulfato de magnesio anhidro/ Cloruro sddico: Mejora la recuperacién del
analito (incluidos compuestos bastante polares), al facilitar la particion
liguido-liquido de los analitos en la fase organica (AcOEt),
proporcionando una separacién de fases sin dilucién. Ayuda a controlar
la polaridad, favoreciendo la separacion de fases entre el agua y la fase

organica.
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2. Acetato de sodio: Regulacion de pH
3. Sales de citrato: Se emplea para ajustar el pH a valores de 5.5, donde
se extraen la mayoria de los compuestos acidos y basicos.
Se agitdé manualmente durante 2 min y se centrifugd a 5000 RMP durante 10

min a 25 °C, se recupero el sobrenadante y se dividid en dos partes:
A) Analisis de los compuestos acidos (HMS y OTS):

Una de las partes se llevd a sequedad con el Rotavapor, para determinar
rendimiento. La muestra se reconstituyé en MeOH (1 mL) y de esta solucién,
se prepararon diluciones de 1, 10 y 100 ug/mL y se almacenaron en viales

ambar a -20 °C hasta el dia de su anélisis.
B) Analisis de los filtros solares no acidos (BP3, AVO, OCT y OMC):

A la otra mitad se le dio un segundo tratamiento en otro tubo de centrifuga
Supel QUE clean-up (Supelco 55464-U, con carbon grafitado 25 mg, silica gel

poliamina (PSA) 150 mg), el cual contiene:

1. Sulfato de magnesio: Elimina exceso de agua residual
2. Amina primaria/secundaria (PSA): Elimina compuestos acidicos (acidos
organicos polares, azucares, acidos grasos y pigmentos de antocianinas)
3. Sorbente: C18, elimina interferencias no polares
4. Carbén negro grafitado (GCB): Elimina pigmentos (clorofilas vy
carotenoides).
Finalmente se llevd a sequedad con rotavapor Buchi R-215 (fig 11, anexo I)
para determinar rendimiento. Las muestras se almacenaron en viales ambar
a -20 °C.
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Etapa II. Analisis dirigido para la identificacion de filtros solares por
CLAR.

Las muestras preparadas, se reconstituyeron en un mL de metanol, y se
inyectaron 20 uL en el sistema CLAR, con las condiciones de separacion
previamente validadas, las cuales se muestran en la tabla 8.

Tabla 8. Condiciones de analisis validadas para la identificacion de filtros

solares por CLAR.
Sistema cromatografico Sistema CLAR Varian Polaris 211, que consta

de dos bombas 211, detector de UV 315
programado a la longitud de onda maxima de
cada filtro solar (BP3 (290 nm), OCT (306
nm), AVO (306 nm), OMC (360 nm), HMS
(238 nm) y OTS (238 nm)), y colector de
fracciones 701 e inyector automatico 431. (Fig
12, Anexo I)

Fase Reversa

Columna (Fase Estacionaria) | Luna C18 (Phenomenex, 5 um, 4.5 x 250 mm)

Fase Movil MeOH-Agua (82:18 v/v, método isocratico),

flujo de 1mL/min por 43 minutos, volumen de

inyenccion: 20 uL

Etapa III. Analisis dirigido para la confirmacion y cuantificacion de
filtros solares por CL-EMAR

Confirmacién de la presencia de los filtros solares por CL-EMAR

Para el analisis, se migraron las condiciones empleadas en el sistema CLAR a

un sistema CL-EMAR. Las condiciones de analisis se presentan en la tabla 9.
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Tabla 9. Condiciones de analisis del detector de masas.

Sistema

cromatografico

Agilent 1260 LC acoplado a un detector de masas
6545 QToF/HRMS de alta resolucién. (Fig 13).

Fuente de ionizacidon

ElectroSpray (ESI) de tipo Jet, operado en modo
negativo (ESI-) para filtros solares acidos (anidnicos)
(HMS y OTS), a la fase mévil se le adicioné 0.1% de
hidréxido de amonio a las muestras (5mM) para
inducir la ionizacién de los compuestos y en modo
positivo (ESI+) para los filtros solares restantes
(cationicos), a la fase movil se le adiciond 0.1% de
acido formico. (Zenker, Schmutz & Fent, 2008)

Fase movil

MeOH/Agua (82:18)(v/v)

Voltaje del capilar

3500 V

Gas para secado

N2, 10mL/min a 300 °C,

Gas de envoltura

10 mL/min 350 °C

Voltaje del nozzle

1000 V

Fragmentador

70 eV/1614 kcal/mol, Skimmer 65 V.

Estandares

121.0509 m/z (purine, CsHsN4) y 922.0098 m/z
(hexakis (1H, 1H, 3H-tetrafluoropropoxy)
phosphazine,Ci1sH1906N3P3F24).

El masas fue operado en modo 2 GHz extendido, rango dinamico, y una

velocidad de adquisicidon de 3 (all ions Ms/Ms). Las energias de colisiéon para el

MS/MS en tandem se presentan en la tabla 10.

Tabla 10. Datos de la identificacidn de los filtros solares por Espectrometria de
masas de alta resolucion (HRMS) y masas en tandem. Iones Identificadors y
Cuantificadores. (Monitoreo de Reaccién Mdultiple-MRM)

Modo

Analito

RT (min) EM, Transiciones? Linealidad, R2

ESI+

BP-3

15.1 |229.0 (45) --->151.0 (28) 0.9924

15.1 |229.0 (45) --->105.0 (28)
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oCT 16.3 |362.0 (48) --->250.0 (28) 0.9932
16.3 |362.0 (48) --->232.0 (12)
AVO 16.7 |311.0 (45) --->161.0 (30) 0.9950
16.7 | 311.0 (40) --->135.0 (30
oMC 16.7 |291.0 (35) --->161.0 (25) 0.9913
16.7 |291.0 (30) --->179.0 (17)
0TS 17.3 | 249.0 (38) --->93.0 (36) 0.9924
. 17.3  |249.0 (38) --->137.0 (25)
HMS 17.3 | 261.0 (38) --->93.0 (40) 0.9918
17.3  |261.0 (38) --->137.0 (30)

La confirmacién de los compuestos se realizd con la fragmentacion de cada
analito en la celda de colisién a una energia empleada (20 V) con nitrégeno
ionizado en QTOF. Para cada compuesto se utilizaron los iones modo MS / MS,
es decir, adquisicién simultdanea a baja (LE-Low Energy) y alta energia de
colisién (HE-High Energy), que proporciona informacion util sobre la molécula
(des)protonada (comunmente en LE), conocido como ion identificador y en el
fragmento principal de iones (cominmente en HE), conocido como ién
cuantificador. Sobre la base de esta informacidon y la distribucidon isotépica
observada en los espectros, es factible una identificacién confiable de los
compuestos detectados en las muestras. (Munaretto, May, Saibt & Zanella,
2016)

B) Cuantificacion de filtros solares por CL-EMAR

Para la cuantificacién en CL-EMAR es necesario aplicar un estandar interno de
la misma naturaleza que el analito, de alta pureza y que no eluya en el area
de algun pico de interés. Generalmente se emplean los derivados deuterados,
principalmente porque el detector si discrimina por peso molecular. Para el
analisis se adicionaron 40 puL de una solucidon standard de 10 ng/mL como

estandar interno (BP3-D5). Debido a los altos costos de los estandares
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internos deuterados, Unicamente fue posible la adquisicidon del estandar
deuterado, BP3-5D, el cual, debido a sus caracteristicas de ionizacién
(condiciones acidas, 0.1% acido formico), se empled para la cuantificacidon de
los filtros solares no acidos (BP3, AVO, OTC y OMC). Se realizd la curva de
calibracion de cada filtro solar y se calculd el area bajo la curva de cada
blogueador solar y del estandar deuterado. Luego se interpold el cociente de
areas y el resultado se utiliza para calcular la concentracién de cada

bloqueador en la muestra.

Cada muestra se analizo en el sistema MassHunter B.06.00, mientras que el
analisis cuantitativo se realizd en el médulo Quantitative MassHunter B.06.00

implementado en el MassHunter (Agilent technologies).

Etapa IV. Estudios de ecotoxicidad en pez cebra

Se disefid una estrategia para evaluar los efectos toxicoldgicos de BP3, AVO,
OMC y OTC en embriones de pez cebra, siguiendo la metodologia descrita por
Rodriguez Fuentes (Rodriguez Fuentes, G. et al.; 2015). Para ello, se evalud
la letalidad en el modelo de pez cebra (Danio rerio), y considerando que el
organismo durante el desarrollo embrional es transparente, se pueden evaluar
diferentes parametros, entre ellos, si se ven afectados los organismos en su
morfologia, latido del corazén, entre otros. En la figura 14, en el Anexo I, se

muestran las etapas del desarrollo embrionario del pez cebra.
e Filtros solares a evaluar

Para el bioensayo, se seleccionaron los filtros solares que fueron cuantificados
en las muestras tanto de agua como de hortalizas por CL-EMAR. De esta
manera, se pesaron 10 mg de cada filtro solar (BP3, AVO, OMC y OTC) y se
diluyeron en 1 mL de MeOH. De esta solucién se tomaron 100 uL de cada uno
y se aforaron a 1 mL con agua de garrafon [1000 pg/mL, 10% de MeOH]. De

manera analoga se realizaron diluciones 1 a 10 empleando agua de garrafén
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(rango de trabajo 100-0.01 pg/mL). De cada solucion se tomaron 300 pulL para
aplicarlo a cada pozo de la microplaca y 2700 ug/mL de agua de garrafén (3
mL, por triplicado, concentraciones evaluadas: 100, 10 y 0.01 pg/mL). Como
control negativo se utilizé una solucién al 10% de metanol y se diluydé con
agua de garrafdn de acuerdo con el esquema anterior. Los controles con
metanol se realizaron debido a que segun lo reportado por (Ferrer, A, 2005;
Villegas del Ojo, y otros, 2011), la formacién de metabolitos tdxicos
(formaldehido y formato) que se producen por metabolizacién del metanol, en
el higado, son inhibidores de la enzima citocromo oxidasa, que esta
involucrada en el transporte de electrones en la cadena respiratoria,
provocando academia formica, inhibicidén de la funcién mitocondrial en la retina
provocando toxicidad visual y aumentando el estrés oxidativo, provocando
acidosis metabdlica. Por lo tanto, realizar controles con metanol, asegurara
gue los efectos determinados en este bioensayo, sean debidos Unicamente a

la exposicion de las diferentes concentraciones de filtros solares evaluadas.

e Cuidado y mantenimiento de los organismos.

Este bioensayo se llevd a cabo bajo condiciones controladas en el Laboratorio
de Ecotoxicologia y Ecologia Microbiana Costera, de la Unidad de Quimica en
Sisal. Se utilizaron peces cebras comunes (wild type) de un afno de crecimiento
en peceras de vidrio de 40 L con aireacidn constante, separados por sexo
(hembras y machos), con fotoperiodo de luz 14/10 (oscuridad/luz) vy
alimentados con comida comercial 2 veces al dia y 1 vez al dia con nauplios

de Artemia sp.
e Apareamiento de los peces.

Todo el proceso se llevd en maternidades para peces con separaciéon de vidrio
(4) las cuales se colocaron en una pecera de 40 L con temperatura controlada
(28°C) aeracién y fotoperiodo de 14/10. Los peces se colocaron en una

proporciéon de 2 Hembras 1 macho, un dia antes (Westerfield, 2000). A la
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manana siguiente se quitaron las separaciones media hora antes de empezar

el fotoperiodo de luz. Después de 2 horas se verificd la puesta de los embriones.

Los embriones fueron recolectados de las maternidades, se lavaron con agua
para quitar las heces, y se colocaron en cajas Petri para determinar su estadio
de crecimiento.

e Bioensayo

En una microplaca de 24 pozos (Eppendorf, estéril) se transfirieron 3 mL de
cada soluciéon a evaluar (100, 10, 0.1 ug/mL y un control de metanol con agua
de garrafén). Luego se colocaron 6 embriones de entre 2 y 5 horas
posfecundacién (2-5-hpf). Luego la microplaca es incubada a temperatura

ambiente de manera estatica por 5 dias.

Los efectos de los bloqueadores en el pez cebra se determinaron en un
microscopio de contraste de fase invertido Primo Vert (Carl Zeiss)
acondicionado con camara de alta resolucién Motic 10K. Se tomaron fotos de
cada biotratamiento cada dia, se observd la tasa de muerte y morfologia
durante 5 dias (Kimmel, y otros, 1995). Al final de los 5 dias, se contabilizaron
los organismos muertos y se determind la DL50 utilizando el programa PROBIT
de la EPA.

Etapa V. Analisis no dirigido para la determinacion de otros

contaminantes

Debido a que en la peninsula de Yucatan hay una creciente actividad agricola
y ganadera, especialmente por produccion porcina, surgié la curiosidad de
determinar si dentro de las muestras obtenidas también habia algun otro tipo
de CDE, como pesticidas o vacunas u hormonas, debido a que para determinar
estos analitos se requiere de un pretratamiento y analisis de muestra muy

similar al realizado para la determinacion de filtros solares, se aprovecho el
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pretratamiento realizado a las muestras, para implementar un método

untargeted o no dirigido para la determinacidén de este tipo de compuestos.

El analisis no dirigido llevado a cabo se realizd6 en Cromatografia Liquida
acoplado a Espectrometria de Masas de Alta Resolucion con tiempo de vuelo
cuadrupolo (LC-QTOF/HRMS). Para ello, se implementdé el método desarrollado
por Phenomenex para la cuantificacion de 535 pesticidas por LC-MS (Hoja de
aplicacién 20035), (Phenomenex, 2019). Para ello, se implementaron las
condiciones cromatograficas y se construyd la base de datos para la busqueda
automatica de los pesticidas reportados en la hoja de la aplicacidon, empleando
el software PCLD de MassHunter B.06.00 (Agilent Technologies).

e Creacion de la base de datos PCLD

El método de seleccidn de objetivos propuesto en este estudio se inicié con la
creacion de un archivo csv (valores separados por comas) con la masa exacta
monoisotdpica tedrica de los compuestos integrados en la base de datos de
Phenomenex y que se evaluaran en este trabajo y la informacion del tiempo
de retencién (Tr). Para ello, cada compuesto se dibujo en el programa
ACD/ChemSketch 2018.2.1 (ACDLbs, USA) y se calculé el [M+H]+ de alta
resolucion que se determina en CL-EMAR. Después, se utilizé el formato que
emplea MassHunter para comparar las masas e identificar a los pesticidas
presentes en la muestra, de acuerdo al programa PCLD. En la tabla 11, a
manera de ejemplo se presentan las primeras 20 moléculas de esta base

creada.
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Tabla 11. Base de datos creada para la identificacidon de los 535 pesticidas
presentes en la hoja de analisis aplicacion 20035 de Phenomenex. Solo se
presentan las primeras 20 moléculas de la base de datos PCLD, de manera
analoga se calcularon los pesos moleculares de alta resolucidn de las 535

moleculas.
No.Férmula RT (min)[[M+H]* |Nombre
1 |Ci0H11N4Cl 6.5 223.075 |Acetamiprida
2 |CsHisN2O4P (0.4 180.04 |Gluphosato
3 |C3HeN2S 0.4 103.032 |Malica hydrazida
4 |C2H2N4 0.5 85.0509 |Aminotrol
5 |[CeH12N203 0.5 143.0821|Daminozida
6 |C10H120s5 0.5 211.016 |Prohexadiona
7 |CeH3CI2NO2 |0.7 191.9614/Clopyralida
8 |C3HeN2S 0.6 103.0324|Etilenetiourea
9 |C4H10NO3PS (1.0 184.019 |Acefato
10 |C13H15N303 1.0 262.1185/Imazapyr
11 |CoHsNO2PS |0.8 142.008 |Methamidopos
12 |C14H13NO7S 1.1 340.0485Mesotriona
13 |CsH10N202S 1.4 163.0537Oxamyl Oxima
14 |C3H7NOS 1.3 106.0321Methomyl oxima
15 |CeH11NsO 1.6 170.1036/Atrazine-desethyl-hydroxy
16 [CeH1o0Ne 1.6 167.1039/Cyromasina
17 |C14H13ClOsS 2.1 329.0245(Sulcotriona
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18

C7H14N204S (1.8

223.074 |Aldoxycarb

19

C11HsCINO> |2.2

222.0316|Quinmerac

20

C11H15CIN4022.6

271.0956|Nitempyram

e Condiciones de analisis.

En la tabla 12, se presentan las condiciones de analisis implementadas en CL-

EMAR, segun lo reportado en la Hoja de aplicacién 20035, (Phenomenex,

2019).

Tabla 12. Condiciones de analisis implementadas

Columna | Synergy Fusion-RP C18 de 100 A (50 x 2 mm con 2.5 Om de
tamafo de particula)
Fase ESI+, con una mezcla de Agua-MeOH (90:10, 5mM formato de
Movil amonio) como fase mévil A, y como fase mévil B MeOH-Agua
(90:10, 5mM formato de amonio) con gradiente (Tabla 12)
Flujo 0.4 mL/min a 40 °C
Gradiente
Paso Tiempo (min) Fase A (%) Fase B (%)
1 0 100 0
2 1 100 0
3 15 0 100
4 18 0 100
5 18.05 100 0
6 20 100 0

Se inyectaron 5 uL de cada muestra en el sistema CL-EMAR, con las mismas

condiciones de adquisicidén en el detector de masas (Tabla 13).

Tabla 13. Condiciones de adquisicidn en detector de masas.

Voltaje del capilar

3500 V
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Gas para secado N2, 10mL/min a 300 °C,

Gas de envoltura 10 mL/min 350 °C

Voltaje del nozzle 1000 V

Fragmentador 70 eV/1614 kcal/mol, Skimmer 65 V.

Estandares 121.0509 m/z (purine, CsHsN4) y 922.0098 m/z
(hexakis (1H, 1H, 3H-tetrafluoropropoxy)

phosphazine,C1gH1906N3P3F24).

Dadas las condiciones de andlisis (ESI+), las muestras que se sometieron al
analisis no dirigido, Unicamente fueron las muestras tratadas con PSA (para la

determinacion de filtros solares no acidos).

o Identificacién de los pesticidas presentes en las muestras (Non targeted
analisis)

Cada muestra fue analizada mediante el software Qualitative Analysis

implementado en MassHunter (Agilent technologies, USA). Una vez abierto el

archivo de cada analisis se procedié a utilizar el protocolo de busqueda de

componentes por comparacion de bases de datos (MFE searching compounds).

La deteccién automatica se realizé con base en el estudio de (Munaretto, May,
Saibt & Zanella, 2016), con ventana de tiempo de retencién de £ 0,4 min y
tolerancia de masa de 5 ppm. El software Qualitative MassHunter B.06.00
también incluye valores de puntuacion en la bulsqueda, que se calculan
teniendo en cuenta las masas precisas y la distribucion isotopica, donde los
valores mas altos significan una composicion elemental mas plausible. Los
valores de puntuacion inferiores al 70% no se consideraron resultados
positivos. La busqueda de los contaminantes se llevd a cabo mediante la
formacién de iones protonados [M+H]+, aductos de amonio [M+NH4]+ y/o
sodio [M+Na]+. La precision de la masa se calculé mediante el software que
comparod la masa tedrica y la masa experimental obtenida, y el resultado se

da en partes por millén (ppm).
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5. Resultados y Discusion

Etapa I. Validacion parcial rapida del método analitico desarrollado
por Osorio, E. 2017.

e Linealidad (Curva de calibracion).

Inicialmente se realizd la curva de calibracion de cada filtro solar con las
condiciones reportadas por Osorio-Ledn, E. 2017, pero conforme se llevaron a
cabo las curvas de calibracion de cada filtro solar, los parametros se fueron
cambiando debido a que, bajo las condiciones reportadas, los ultimos dos picos,
correspondientes a los filtros solares acidos (HMS y OTS), no se lograban
separar adecuadamente. De esta manera, los cambios realizados en el método
de analisis fueron: el tiempo de analisis que se modifico de 20 min a 43 min y
la proporcion de la fase moévil MeOH/agua, la cual se cambidé de 88:12 (v/v) a
82:18 (v/v).

Finalmente, las condiciones 6ptimas para la identificacion de los 6 filtros
solares fueron: Fase estacionaria en columna Luna C18 (Phenomenex, 5 um,
4.5 x 250 mm). Fase moévil MeOH-Agua (82:18 v/v), flujo de 1mL/min

mediante método isocratico por 43 minutos, vol de inyeccién 20 L.

Se realizaron 6 inyecciones de 0.5, 1, 10 y 20 ug/mL de cada filtro solar, en
total, 24 inyecciones en el sistema CLAR, ademas se inyect6 una solucion
blanco (fig 16), con la finalidad de determinar la especificidad del método. En
la figura 15 se presenta el cromatograma de la solucion estandar de 10 ug/mL,
del cromatograma se obtienen los tiempos de retencidn de cada bloqueador
(tr, en min), el area bajo la curva (Area, en Mau.Min), presentados en la tabla
14.
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Tabla 14. Datos obtenidos del cromatograma generado mediante la inyeccion
de un estandar de los seis filtros solares de estudio a una concentracion de 10

?r{?el; Name | Time Quantity [% Height Area Area %
[Min] Area] [MmAU] [MAU.Min] [%]

6 BP3 | 7.23 17.40 48.0 12.6 17.403

7 OCT | 22.19 7.90 10.4 5.7 7.902

8 AVO | 27.31 17.34 14.6 12.5 17.342

9 OMC | 30.29 16.55 16.7 12.0 16.549
11 HMS | 36.96 9.22 8.1 6.7 9.217
12 OTS | 40.28 7.74 6.2 5.6 7.738

Total 100.00 132.2 72.4 100.000

Las curvas estandares de cada blogueador se construyeron mediante el

analisis estadistico de regresién lineal, las cuales se presentan en la Tabla 15,

junto con el tiempo de retencion de cada filtro solar y el drea bajo la curva

(ABC) de cada concentracion, la linealidad del método, el limite de deteccion

y cuantificacién. Las gréaficas de cada una de las soluciones estandar se

presentan en la figura 17.

Tabla 15. Resultados de la curva estandar de cada filtro solar, LOD (Limite de
deteccion) = 0.5 ug/mL, LOQ (Limite de cuantificacién) = 0.5 ug/mL.

Tr (min) | 7.17 | 21.84 | 26.88 | 29.83 | 36.43 | 39.7

Filtros BP3 OCT | AVO | OMC | HMS | OTS
[ug/mL] Area bajo la curva [mAu*min]

0.5 0.5 0.8 0.95 0.7 0.4

1 1.2 2.5 2.6 2.2 1.4

10 10.4 5.9 10.2 12.8 7.4 5.5

20 24.3 11.4 19.6 25.3 14.1 11.1

Ecuacion de la recta
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Filtros | BP3 | OCT | AVO | OMC | HMS | OTS
m= 0.994 | 0.551 | 0.935 | 1.221 | 0.657 | 0.527
b= 3.168 | 0.426 | 0.930 | 0.799 | 0.924 | 0.465
R2 0.961 | 0.999 | 0.997 | 0.998 | 0.994 | 0.994

Como se observa en la figura 17 y tabla 15, y dadas las caracteristicas de la
columna Luna C18 (de caracter no polar) y los tiempos de retencién de cada
compuesto, se puede inferir que la Benzofenona-3 es el compuesto mas polar,
es decir, el menos afin a la columna debido a que eluyd primero, octocrileno,
avobenzona y octilmetoxicinamato son compuestos medianamente polares y
finalmente homosalato y octisalato son compuestos con mayor caracter no

polar, fueron los mas afines a la fase estacionaria.

En el cromatograma de la solucién blanco (fig 16), se asegura la especificidad
del método, es decir, que tanto el equipo como los disolventes utilizados no
presentan ninguna contaminacion con alguno de los 6 filtros solares en
estudio, con lo cual, los filtros solares que se logren identificar mediante CLAR,

Unicamente provienen de las muestras analizadas.

e Calibracion del proceso de extraccién (Porcentaje de recuperacion de

analitos en EFS)

La primera vez que se realizd la recuperacién de analitos se pasaron 500 mL
de soluciones de concentraciones 20 y 100 pg/mL, usando la metodologia
validada por Osorio (Osorio-Ledn, E. 2017), pero al analizar las muestras en
el equipo CLAR, no se lograban ver los Gltimos 2 compuestos correspondientes
a HMS y OTS, asi que se optd por cambiar la mezcla de disolventes para eluir
Se de (1:1) vy

diclorometano/metanol (1:1), siendo la ultima, la que tuvo mejor capacidad

los compuestos. evaluaron acetato etilo/metanol

de eluir a los compuestos.
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El cromatograma del recobro de 20 ug/ mL y 100 pg/mL, se muestra en la

figura 18 y 19, respectivamente.

Como se observa en las figuras 18 y 19, los picos obtenidos de cada filtro solar

tienen una buena resolucién y los dos ultimos picos, correspondientes a los

compuestos de homosalato (HMS) y octisalicilato (OTS), si se logran extraer

con esta mezcla de disolventes (metanol/diclorometano 1:1). Con el area de

cada filtro solar, se calculd el porcentaje de recobro o recuperacién de analitos

(como ejemplo para realizar el calculo, se tomaron las areas del cromatograma
de la solucidon de 100 pg/mL (tabla 16).

Tabla 16. Resultado de los picos obtenidos en el recobro de la solucién de 100

ug/mL.

Index | Name | Time | Quantity [% Height Area Area %

[Min] Area] [MAU] (ABC) [%]

[MAU.Min]

4 BP3 | 7.29 22.27 452.0 99.9 22.272
5 OCT | 22.47 11.57 92.3 51.9 11.574
6 AVO | 27.62 25.11 150.8 112.6 25.112
7 OMC | 30.68 24.02 149.6 107.7 24.022

9 HMS | 37.44 7.17 38.5 32.1 7.167
10 OTS | 40.81 7.19 36.0 32.2 7.188
Total 100.00 944.8 448.4 100.000

Con la ecuacion de la recta de cada filtro solar (tabla 15), se calculd el

% Recobro de cada filtro solar:

Ejemplo de calculo para calcular el %Recobro de BP3:

[BP3] =

ABC — b
[BP3] = —x
m
99.9-3168 _ .
09945 = ug/m
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100% ----------- 100 ug/mL
) G 97.2667 ug/mL
%Recobro BP3= 97.2667%

En la fig 20, se muestra una comparacion de los porcentajes de recobro
obtenidos con cada disolvente (MeOH/DCM (1:1), MeOH/AcOEt (1:1),
MeOH/AcOEt (1:1) con cartucho seco). Comparando los tres métodos de
Extraccion en Fase Sdlida, el disolvente mas adecuado para la extraccién de
filtros solares es la mezcla metanol/diclorometano (1:1). Por lo tanto, bajo
estas condiciones se realizo el tratamiento de las muestras de agua en EFS. El
porcentaje de recuperacion de cada filtro solar, para este método de elucién,

se muestran en la Tabla 17.

Tabla 17. Porcentaje de recuperacién usando diclorometano/MeOH (1:1)

Filtro solar %~Recuperacién
BP3.- Benzofenona/Oxibenzona 97.3
OCT.- Octocrileno 93.5
AVO.- Avobenzona 119.3
OMC.- Octil-metoxicinamato/Octixinato 87.6
HMS.- Homosalato 50.2
OTS-2.- Octil salicilato/octisalato 60.2

A pesar de que los dos ultimos compuestos se logran extraer, no se extraen
eficientemente, ya que sus porcentajes de recobro estan por debajo del 70%
y el recobro de avobenzona esta sobrevalorado, sin embargo, esta dentro de
los limites estadisticos, debido a que, al tratarse de un método analitico de
matrices complejas, cuando el estandar de control de extraccién excede del

70% de recuperacién, se cumple el criterio de calidad para una extraccién

67



eficiente, (Zenker, Schmutz & Fent, 2008). Lo anterior se debe a que las
muestras analizadas provienen de ambientes acuaticos, ambientes demasiado
complejos en cuanto a las moléculas que pueden estar presentes en ellos, de
esta manera, existen moléculas que son de polaridades semejantes o analogos
gue eluyen en el mismo tiempo de retencion, es factible que se pueda tener
mayor cantidad de compuesto o que este sobrevalorado por errores aleatorios,
por lo que se acepta hasta un 20 % de error. (Dimosthenis, Amparo & Chisvert,
2007; Ramos, Homem, Alves & Santos, 2015).

Etapa II. Analisis dirigido para la identificacion de filtros solares por
CLAR

Después de haber preparado las muestras de agua y hortalizas y una vez
verificado el método de analisis, las muestras se inyectaron en el equipo CLAR
(20 pL). Los filtros solares cuantificados y detectados en las muestras de agua

de riego por medio de CLAR, se muestran en la Tabla 18.

Tabla 18. Concentraciones en ng/L de filtros solares obtenidas en muestras de
agua de pozo de riego de la Peninsula de Yucatan. ND: No detectado, D:
detectado.

Concentracion filtro solar ng/L agua
Tiempo de retencion (min) |Filtro solar| Montes Ame | Timucuy | Cholul

7.17 BP3 783.20 D ND
21.84 OCT ND 243.87 ND
26.88 AVO 3,949.41 223.05 ND
29.83 OMC ND D ND
36.43 HMS ND 271.00 | 289.94
39.7 OTS ND ND ND
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Para ejemplificar la manera en la cual se realizé la identificacidon de los filtros
solares en las muestras tanto de agua como de hortalizas, en la figura 21,
Anexo I, se presenta el cromatograma correspondiente a la muestra de agua
del invernadero ubicado en Montes Amé, “Colectivo Milpa”. En la Tabla 19 se
muestran los resultados de los picos de los filtros solares identificados en esta
muestra de agua.

Tabla 19. Resultado de los picos del cromatograma de la muestra de agua de
pozo del Colectivo Milpa, ubicado en Montes Ame.

Index | Name | Time Quantity [% Height Area Area %
[Min] Area] [MmAU] [MAU.Min] [%]
6 BP3 | 7.50 3.88 10.2 2.1 3.876
9 AVO | 27.89 56.52 40.6 30.5 56.524
Total 100.00 97.4 54.0 100.000

Del cromatograma y el resultado de los picos, se identifica un pico que eluye
con un tiempo de retencion de 27.89 min. Comparando este tiempo de
retencion con los obtenidos en las curvas de calibracion de cada filtro solar
(vida supra, pag 66), posiblemente esté presente avobenzona en la muestra

de agua de riego del invernadero ubicado en Montes Amé.

El area bajo la curva de los filtros solares identificados en las muestras se
interpola en su correspondiente curva de calibracion para determinar su
concentracion. Asi, por ejemplo, EIl ABC de AVO en agua de pozo del
invernadero ubicado en Montes Amé es de 30.5 mAU/min, se interpold en la
ecuacion de la recta de avobenzona (y=0.9359x + 0.93), y considerando las
diluciones, la concentracién determinada es de 3.95 pg/L. El ejemplo de calculo

se muestra a continuacion:

30.5-0.93

[4V0] = —35359

= 31.595ug en 8 L de agua de pozo
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31.595

8L agua

ug_

= 3.949

g

Y _ 394941
L UL

ng

En la tabla 20 y 21 se muestran los filtros solares identificados y cuantificados

por CLAR en cada una de las muestras de cada sitio.

Tabla 20. Identificacién de filtros solares en agua de riego y hortalizas
muestreados en la peninsula de Yucatan, mediante CLAR. Concentraciones en

ng/L (ppt)
Cholul Montes Amé Timucuy

Filtro Pepino | Pepino

solar Agua |Arugulal Agua |ArugulaCebollin[EspinacalAgualArugulalCebollin|  sin con
cascara| cascara

BP3 D ND 783 ND ND ND D ND ND ND ND

OCT D ND ND ND ND ND 244, ND ND ND ND

AVO D ND (3,949 ND ND ND 223| ND ND ND ND

OMC D ND ND ND ND ND D ND ND ND ND

HMS | 290 ND ND ND ND ND 271 ND ND ND ND

OTS| ND ND ND ND ND ND ND ND D ND ND

Tabla 21. Identificacion de filtros solares en controles de hortalizas (Centro

Comercial)
Hortalizas de Centro Comercial
Filtro solar|Cebollin| ArtiigulaPepino sin cascara|Pepino con cascara
BP3 ND ND ND ND
OCT ND ND ND ND
AVO ND ND ND ND
OMC ND ND ND ND
HMS ND ND ND ND
OoTS ND ND ND ND
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Aunque no fue posible cuantificar algunos filtros solares en las aguas de riego
y en hortalizas de todos los sitios, el analisis por CL-EMAR servira para
confirmar la presencia o ausencia de los filtros solares en las muestras, ya que
es posible que los filtros solares se encuentren en cantidades menores a 0.5
ug/mL (LOD, LOQ CLAR) y el detector de masas tiene una sensibilidad mayor

para detectar concentraciones que van desde nanogramos hasta fentogramos.

Etapa III. Analisis dirigido para la confirmacion y cuantificacion de

filtros solares por CL-EMAR
A) Confirmacion de la presencia de filtros solares por CL-EMAR

Al realizar el andlisis de las muestras en el equipo de CL-EMAR, primero se
inyectd el estandar de 100 ng/mL, para determinar los tiempos de retencion
de cada compuesto, operando en modo positivo, a fin de determinar los
compuestos no acidos (BP3, OCT, AVO y OMC).

Se anadio 0.1% acido férmico a la fase movil para realizar la ionizacion de los
compuestos, condicidon necesaria para realizar el analisis por masas, dado que
la deteccidn es por relacion masa carga (m/z, se detecta iones [M+H]+). En
la figura 22, se muestra el cromatograma (iones totales, 6 TIC) de la curva
estandar de 100 ng/mL de BP3, AVO, OCT y OMC.

Como se observa en la figura 22, en el cromatograma aparecen 4 picos no
muy bien definidos, por lo que se llevd a cabo la extraccion del ion pseudo-
molecular de cada filtro solar en el cromatograma (EIC, en inglés,) en modo
positivo [M+H]+. En la figura 23, se muestran los cromatogramas en modo

EIC, de cada filtro solar en modo positivo.

No fue posible identificar a los derivados de salicilato (HMS y OTS) con esta
metodologia, dado que no se ionizan con acido formico. Por lo anterior, se
desarrolld el método en modo negativo, para lo cual, fue necesario afadir

0.1% hidroxido de amonio a la fase moévil. En la figura 24 se muestra el
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cromatograma (iones totales, 6 TIC) de la curva estandar de 100 ng/mL de
OTS y HMS. La identificacién de los analitos se realizé al buscar el pseudo ion

molecular en modo negativo [M-H]-, cromatogramas EIC, figura 25.

En la Tabla 22, se muestra el peso molecular de alta resolucion de cada filtro
solar, asi como su respectivo ié6n [M+H]+, o bien, en su caso, el i6n [M-H]-.
Con estos iones y, ademas, el tiempo de retencién de cada filtro solar en CL-

EMAR, se identificd la presencia de cada filtro solar en las muestras.

Tabla 22. Tiempos de retencion y pesos moleculares de los iones [M+H]+ vy
[M-H]- de cada filtro solar, por CL-EMAR.

Filtro Tiempo de PM (alta [M+H]+ (alta [M-H]- (alta
solar retencion resolucion) resolucion) resolucion)
BP3 3.42 228.2432 229.0859 -

OCT 8.97 361.4766 362.2114 -

AVO 12.25 310.3868 311.1641 -

OMC 12.80 290.3972 291.1954 -

OTS 10.05 250.3333 - 249.1496

HMS 10.24 262.3440 - 261.1496

Para ejemplificar la manera en la cual se realizd la confirmacion de filtros
solares por CL-EMAR, en la figura 26 se muestra el cromatograma (TIC) de la

muestra de pozo de agua de Timucuy.

En el cromatograma no se observa la presencia de ningun pico bien definido,
por lo que se llevd a cabo la extraccion del ion pseudo-molecular de cada filtro
solar en el cromatograma tanto en modo positivo ([M+H]+), como negativo
([M-H]-). Al realizar las extracciones (EIC), solo se encontré la presencia de
avobenzona en la muestra, ya que se observd un pico en 12.295 min, el

cromatograma se presenta en la figura 27.
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Para asegurar la presencia de avobenzona, se extrajo el espectro de masas
del pico presentado en la fig 27, en el cual se buscd la presencia del i6n
[M+H]+tesrico de 311.1641 m/z, correspondiente a avobenzona. El espectro de
masas se muestra en la figura 28, en donde se obtuvo una [M+H]+ experimental

de 311.1651, con lo cual se asegura la presencia de avobenzona en la muestra.
B) Cuantificacion de filtros solares por CL-EMAR

Otro de los objetivos planteados en esta tesis, fue, después de confirmar la
presencia de filtros solares tanto en agua como en hortalizas, realizar la
cuantificacion de estos filtros solares, con la finalidad de llevar a cabo un
bioensayo de ecotoxicidad en pez cebra (Danio rerio) y de esta manera,
evaluar si la presencia de filtros solares en hortalizas representa un riesgo
alimentario para la poblacién de la peninsula de Yucatan, por lo tanto, se
pretende determinar la probabilidad de que las concentraciones encontradas,
generen un efecto nocivo para la salud y de ser asi, evaluar la gravedad de
dicho efecto, como consecuencia de la migracién de filtros solares en

alimentos.

Para realizar la cuantificacion de los filtros solares confirmados por medio de
CL-EMAR, fue necesario la adicion de un estandar interno de alta pureza y con
la misma naturaleza quimica de los analitos, en este caso, por los elevados
costos de los estandares deuterados de alta pureza, se utilizd Unicamente un
estandar deuterado de BP3-D5 (benzofenona-3, con cinco deuterios), por lo
tanto, Unicamente fue posible la cuantificacion de los filtros solares no acidos
(tratadas con PSA). Primero se construyd una curva de calibracién de 3 puntos
preparando estandares de BP3, AVO, OCT y OMC (10, 20, y 40 ng/mL de cada
uno) y adicionandoles 40 uL del estandar interno (BP3-D5, 10 ng/mL) a cada
uno, respectivamente. Las curvas de calibracion de cada filtro solar se
muestran en la tabla 23. En la fig 29 se muestra la curva de calibracién del
filtro solar OMC.
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Tabla 23. Curvas de calibracion de los filtros solares no acidicos

Filtro solar BP3 AVO OoCT OMC
m 1.029378 0.351261 0.195222 0.076710
b -0.750931 1.559966 -0.158038 | -0.074808
R? 0.99887216 | 0.95517645 | 0.99831938 | 0.99938197

Para realizar la cuantificacion de filtros solares en las muestras, a cada una de
las muestras pretratadas se les adiciond la misma concentracion del estandar
interno, es decir 40 uL de una soluciéon de 10 ng BP3-D5/mL. Se realizo la
curva de calibracidon de cada filtro solar y se calculé el area bajo la curva de
cada bloqueador solar y del estandar deuterado. Luego se interpold el cociente
de areas y el resultado se utiliza para calcular la concentracion de cada

bloqueador en la muestra.

En la fig 30, se muestra el cromatograma EIC de la muestra de espinaca de

“Colectivo Milpa”, realizando la busqueda del ion pseudomolécular
[M+H]+tesrico de 291.1957 (correspondiente a OMC), se observa una senal en
el minuto 14.652, posteriormente, se llevd a cabo la extraccion del ion pseudo
molecular, con la finalidad de identificar ese ién en el espectro de masa. El
espectro de masas de esta muestra se observa en la fig 31, obteniendo un ién
[M+H]+experimental de 291.1954, por lo tanto, de esta manera se determind la

presencia de OMC.

Para realizar la cuantificacién de los filtros solares se utilizé el Software
Quantitative de MassHunter, del programa, se obtuvo la concentracidon de cada
filtro presente en la muestra, y considerando las diluciones realizadas, se
calculd la concentracién de los filtros solares en cada hortaliza, los valores se

presentan en la tabla 24 y 25.

Tabla 24. Datos de la cuantificacidn de filtros solares presentes en las
hortalizas y agua de riego. Las concentraciones se expresan en ug/kg hortaliza
y ug/L agua (ppb) ND: no detectado.
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Cholul Montes Amé Timucuy

Pepino | Pepino

Filtro ] ] ) ]
| Agua | Arugula [Agua |Arugulal Cebollin |[Espinaca] Agua |Arugula|Cebollin| sin con

solar

cascara|cascara
BP3 | ND ND ND ND ND 10.57 | 7.00 ND ND ND 9.27
OCT | ND ND ND ND ND 55.61 [11.97| ND ND ND |43.91
AVO | ND ND ND ND ND 9.86 |41.52| ND ND ND |18.99
OMC | ND ND ND ND ND 18.26 | ND ND ND ND |13.81

Tabla 25. Datos de la cuantificacion de filtros solares presentes en las
hortalizas control (Centro Comercial). Las concentraciones se expresan en
ug/kg hortaliza (ppb) ND: no detectado.

Hortalizas de Centro Comercial
Filtro solar/Cebollin|EspinacalPepino sin cascaralPepino con cascara
BP3 ND 7.32 ND 10.34
OCT ND | 20.50 ND 138.48
AVO ND 18.34 ND 40.00
OMC ND ND ND 5.21

Los resultados del analisis por CL-EMAR no mostraron la presencia de ningun

filtro solar para las muestras del invernadero ubicado en Cholul, tanto de agua

como de hortalizas. Este resultado se puede deber a que la zona muestreada

esta cercana a la region impactada por el crater en Chicxulub, en la cual, el

tiempo de residencia del agua subterranea es corto, ya que se lleva a cabo un

recambio constante, por lo tanto, los filtros solares no se retienen mucho

tiempo en esta region.
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Por otra parte, en el caso del agua de riego de Montes Amé no se confirmd la
presencia de ningun filtro solar, pero, por el contrario, se cuantificaron los
cuatro filtros solares no acidos BP3, OCT, AVO y OMC, en la muestra de
espinaca de este invernadero, en concentraciones de 10.57, 55.61, 9.86 y
18.26 ng/kg, respectivamente. Estos resultados se pueden deber a que se
tomaron muestras puntuales de agua de riego. En el caso de las hortalizas, los
periodos de siembra y cosecha son de al menos dos meses, tiempo en el cual
las hortalizas estan sujetas a riego con agua proveniente del agua subterranea
que puede presentar variaciones de filtros solares de acuerdo a la época de
lluvias y sequias, por lo que la concentracion de filtros solares no es constante.
Por lo anterior, es probable que al momento de regar estas hortalizas se hayan
regado con agua con un mayor contenido de filtros solares y por tal motivo, al

realizar su analisis, si se encontraron en las hortalizas, pero no en el agua.

Por otro lado, en las muestras de pepino con cascara obtenidas del Centro
Comercial se cuantificaron los cuatro filtros solares no acidos BP3, OCT, AVO
y OMC, en concentraciones de 10.34, 138.48, 40.00 y 5.21 ug/kg,
respectivamente, y en espinaca solo BP3, OCT y OMC, en concentraciones de
7.32, 20.5 y 18.34 ug/kg, respectivamente, por lo que esta contaminacién se
puede deber a los plasticos en los que estos productos son comercializados.
En el caso de la espinaca, debido a que la muestra obtenida es comercializada
en bolsas de plastico y segun lo reportado por Gago Ferrero P. , 2013,
actualmente se utilizan filtros solares en empaques para aumentar la vida de
anaquel de los productos, sobre todo, de aquellos que son sensibles a la
radiacion solar y que son cultivados en otros estados, por lo que, se
implementan estas alternativas para garantizar la vida de anaquel de los
productos desde su recoleccién hasta la llegada al consumidor final, de manera
gue, en el caso de la espinaca, es muy probable que la migracion de filtros
solares sea debido a los empaques. Por otro lado, debido a que la muestra de

pepino no se comercializa en bolsas ni en un empaque que lo proteja, es
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posible, que, al llegar al Estado de Yucatan, se realice un lavado de estos frutos
con agua contaminada y de esta manera, los filtros solares pueden llegar a
estos alimentos. Para el caso de estas muestras control no es posible
confirmar de donde se deriva la contaminacion, debido a que se desconoce
como es el control de estas hortalizas, desde su cultivo hasta su
comercializacion. Es posible que las dos vias mencionadas anteriormente sean
las mas comunes, pero para asegurar cual es el vector de contaminacion, se

sugiere realizar un control completo de la producciéon de estas hortalizas.

Finalmente, los resultados obtenidos del invernadero ubicado en Timucuy
demuestran una clara migracién de los filtros solares desde el agua de riego a
las hortalizas, especificamente, en el pepino. Debido a que las concentraciones
de filtros solares determinadas en agua de riego de este sitio fueron de 7.00
ug BP3/L, 11.97 ng OCT/L y 41.52 ug AVO/L. Por otro lado, en la muestra de
pepino con cascara se determinaron las siguientes concentraciones de filtros
solares: 9.27 pug BP3/kg, 43.91 ug OCT/kg, 18.99 ug AVO/kg y 13.81 png
OMC/kg. Como se observa, en el agua de este sitio no se determind la
presencia de OMC, pero si, en la muestra de pepino, lo cual se debe al flujo
continuo de agua subterranea y a que la concentracidon de los diferentes filtros
solares no es constante, ya sea por sus caracteristicas lipofilicas, por
reacciones de foto degradacién de los propios filtros solares, o bien, por la
velocidad del flujo del agua, debido a que el muestreo se realizé6 de manera

puntual y en el agua no hay una trazabilidad de los contaminantes.

La principal razdén por la cual se encontraron filtros solares en las muestras de
pepino con cascara, se debe a que el pepino (Cucumis sativus L.) es una
horticola que dentro de la cascara (superficie hidrofdbica) contiene lenticelas,
las cuales permiten la entrada de oxigeno y el intercambio gaseoso entre los
tejidos internos y el exterior, por lo tanto, estas estructuras provocan que el

fruto se marchite mas facilmente debido a la perdida de agua a través de la
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respiracion del fruto, disminuyendo la frescura y la turgencia (textura), se
acelera la pérdida de vitamina A y C y disminuye su peso, lo cual repercute en
la calidad del producto y su venta (Walter et al; 1990). Por tal motivo, y para
reducir estos problemas, los productores enceran estos productos durante el
proceso de seleccion, posterior al lavado y secado. Por lo tanto, al ser una
superficie cerosa, sumamente hidrofdbica, los filtros solares quedan retenidos
dentro de esta capa de caracter no polar. De esta manera se plantea la
acumulacion de filtros solares en la cascara del pepino, lo cual concuerda con
lo esperado, ya que la superficie hidrofobica de esta hortaliza solamente es la
cascara, los filtros solares encontrados solo se determinaron en esta superficie
y en las muestras sin cascara no se determind ningun filtro solar, por lo tanto,
aungue el haber cuantificado filtros solares en pepino con cascara habla de un
riesgo alimentario, al confirmar ausencia de filtros solares en pepino sin
cascara, la alternativa mas segura es consumirlos sin cascara, debido a que

estos compuestos no tienen la capacidad de migrar a la pulpa de pepino.

Por otro lado, la presencia de filtros solares en las muestras de espinaca
(Spinacia oleracea) se puede deber, a las caracteristicas hidrofdbicas de la
membrana celular, compuesta principalmente por acidos grasos insaturados
y, ademas, dentro de la estructura de la espinaca se encuentran isoprenoides,
es decir, vitaminas liposolubles, principalmente K (0.6 mg/100g espinaca),
vitamina D2 (ergocalciferol) y provitamina A, debido a que la vitamina A no
esta presente como tal en vegetales, pero se encuentra como provitaminas o
precursores de carotenoides, generalmente expresada como equivalentes del
retinol, en la espinaca hay alrededor de 8,100 nug retinol/100 g de espinaca.
Ademas, dentro de la espinaca hay presencia de pigmentos liposolubles como
B-caroteno y clorofila (Badui Dergal, S. 2013; Fundacién Espafiola de la
Nutricidon. 2013), Todos estos compuestos son altamente no polares y al tener

una polaridad similar a la de los filtros solares, los filtros solares quedan
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retenidos dentro de esta estructura liposoluble (Theodore L. Brown; 2009,

Quimica la Ciencia Central).

Cabe mencionar que no todos los filtros solares fueron cuantificados, debido
al estandar que se usdé y las condiciones de analisis no fue posible la
cuantificacion de los filtros solares acidos, ademas, las concentraciones
determinadas fueron muy diversas, lo cual se debe en primer lugar a las
caracteristicas lipofilicas de cada filtro solar y a las caracteristicas de la matriz
en la cual se bioacumulan, de esta manera, las concentraciones mas altas
encontradas en hortalizas corresponden al filtro solar OCT, las cuales van de
20.50-138.8 ug/kg y esto se puede deber a que es el filtro solar con el log kow
mas alto, de 7.35, por lo tanto, su caracter lipofilico es elevado y es mas afin
a bioacumularse en las superficies lipidicas, en comparacién con los otros

filtros solares.

Comparando las caracteristicas de OCT con BP3, la cual se determind en
concentraciones de 7.32-10.57 ug/kg en hortalizas. BP3 es un filtro solar con
un caracter lipofilico menor que OCT, al tener un log kow de 3.79, es menos
afin a las superficies lipofilicas, por lo tanto, su nivel de bioacumulacién es
menor. (vida supra, pag. 42), estas caracteristicas se pueden ver con mayor
claridad, en la fig. 17, en donde se observa la diferencia de polaridad de los
seis filtros solares, BP3 es el compuesto mas polar, octocrileno, avobenzona y
octilmetoxicinamato son compuestos medianamente polares. Ademas, en
agua, se determind una concentracion de 7.0 ug BP3/Ly 11.92 ug OCT/L. Ante
el analisis anterior, se esperaria que las concentraciones encontradas en agua
sean mayores para BP3, pero no ocurrio asi, debido posiblemente a que, segun
lo reportado por Jurado, Gago-Ferrero, Vazquez-Suné, M.Silvia, & Diaz-Cruz.,
2014., se sugiere que bajo las condiciones redox de los acuiferos, en aguas
subterraneas, los filtros solares como la benzofenona y sus derivados sufren
algun tipo de proceso de 6xido-reduccién que las transforma, o puede llegar a

eliminarlas completamente. Ademas, en ese mismo estudio, se reportd que
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los filtros solares tienen diferentes caracteristicas moviles, las cuales dependen
de su estructura, por ejemplo, en el caso de los compuestos anidnicos, como
los derivados de la benzofenona (BP4, BP2 y 4DHB), al tener un caracter
hidréfilo, son mdviles y tienen a fluir con facilidad en el agua subterranea, por
lo tanto, los resultados obtenidos en agua, se pueden deber a reacciones redox

gue ocurren en el acuifero subterraneo.

Por otro lado, es importante mencionar que la fotodegradacion de estos filtros
solares también es un factor de suma importancia a considerar en la
cuantificacion de filtros solares, debido a que, por esta razon, es posible que
algunos filtros solares no se hayan cuantificado, o se hayan cuantificado, pero
en concentraciones minimas, tal es el caso de la avobenzona y el
octilmetoxicinamato ¢ etilhexilmetoxicinamato (OMC 6 EHMC), que segun lo
reportado por Urs, Beat, Urs, & Christopher, 2004., el
butilmetoxidibenzoilmetano 6 avobenzona (BMDBM o AVO) y los cinamatos,
especificamente, el metoxicinamato de octilo ¢ etilhexilmetoxicinamato (OMC
6 EHMC) y el metoxicinamato de isoamilo (IMC) son los filtros solares mas
fotoreactivos, reportando que estos filtros solares se degradan hasta 40% bajo
irradiacion. Las concentraciones determinadas de estos filtros solares fueron
de 9.86-40.0 ug AVO/kg y 5.21-18.26 ung OMC/kg en hortalizas. Por otro lado,

en agua, solo se cuantificd avobenzona en 41.52 ug/L.

Al comparar los resultados obtenidos mediante CLAR con los resultados
obtenidos mediante CL-EMAR, la principal y mas importante diferencia radica
en que, al realizar un segundo analisis por CL-EMAR nos ayuda a descartar
falsos positivos y negativos. Los resultados positivos por medio de CLAR, pero
negativos por medio de CL-EMAR, indican que en las muestras de agua de
Cholul y Montes Amé hay presencia de algin compuesto con polaridad similar
a la de los filtros solares, pero no existe presencia de los filtros solares en

estudio.
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Etapa IV. Analisis ecotoxicoldgico en pez cebra (Danio rerio).

Ante la evidencia de la migracién de filtros solares (BP3, OCT, AVO y OMC) en
hortalizas cultivadas con agua de riego del Estado de Yucatan, ya que tanto
en agua de riego como en hortalizas se cuantificaron estos filtros solares, se
disefd una estrategia para evaluar los efectos toxicoldgicos de las

concentraciones determinadas.

El bioensayo se llevd a cabo siguiendo la metodologia descrita por Rodriguez
Fuentes (Rodriguez, y otros, 2015). Para ello, se evalud la letalidad en el
modelo de pez cebra (Danio rerio), se tomaron fotos de cada biotratamiento,
cada dia, y al final de 5 dias, se contabilizaron los organismos muertos y se
determind la DL50 utilizando el programa PROBIT de la EPA.

Debido a que las concentraciones determinadas en las muestras fueron de
0.007 pg/mL hasta 0.042 ug/mL (7.00-41.52 ug/L) en agua de riego y de 0.01
ug/mg hasta 0.056 ug/mg (9.27-55.61 pug/kg) en hortalizas, las
concentraciones evaluadas en este bioensayo fueron 0.01 pg/mL, 10 ug/mL, y
100 pg/mL (de BP3, OCT, AVO y OMC), lo cual se debe a que, con este

bioensayo de toxicidad se pretende alcanzar dos objetivos.

1) Observar el efecto de las concentraciones determinadas en agua de riego y
hortalizas (concentraciones nominales), suponiendo una exposicién por
consumo tanto de agua como de hortalizas, considerando asi, la Gltima dilucion

evaluada en el bioensayo, de 0.01 ug/mL.

2) Evaluar concentraciones mayores, suponiendo una exposicion directa en
peces de cenote, debido a que la biota presente en estos cuerpos de agua,
esta directamente expuesta a estos compuestos quimicos, por lo tanto, se
planted una evaluacién de concentraciones mayores, las cuales fueron de 10
y 100 pg/mL.
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Ademas, se realizd un tratamiento control de metanol y agua de garrafén, con
la finalidad de asegurar que los efectos determinados se deben Unicamente a
los filtros solares y no por metabolitos toxicos generados de la metabolizacidn

del metanol.

En la figura 32, 33, 34, 35 y 36 se muestran los resultados al inicio del estudio,
a las 24 horas, a las 48 horas, 72 horas y a los 5 dias, respectivamente, en la
cual hubo un desarrollo normal de los embriones (Kimmel et al., 1995),
excepto para los embriones con concentracion de 100 ug/mL, en los cuales se
observé precipitacion de los compuestos a las 48 horas de iniciado el

bioensayo.

Por lo anterior, al parecer los filtros solares no causaron ningun efecto
aparente en los embriones de pez cebra. Sin embargo, al ser compuestos que
se bioamplifican, sera importante realizar estudios crénicos para determinar

su efecto a largo plazo.

Etapa V. Analisis no dirigido para la determinacion de otros

contaminantes en hortalizas cultivadas en la peninsula de Yucatan.

Considerando que la metodologia de preparacion de las muestras de hortalizas
(QUEChERS) para determinar filtros solares es la misma que se utiliza para la
identificacion de 535 pesticidas por LC-EMAR [Hoja de aplicacion Phenomenex
No. 20035], se decidié determinar si en las muestras tratadas habia presencia
de algun pesticida, primeramente, porque las muestras recolectadas
provienen de invernaderos organicos, libres de uso de pesticidas, por lo tanto,
se espera que no haya presencia de ningun pesticida. Por lo que, para el
ambito regulatorio, esta parte es fundamental, para verificar que
efectivamente, estos tres sitios muestreados, no utilizan ningln pesticida
durante la siembra y cosecha de sus hortalizas. Ademas, se ha reportado que

varios pesticidas forman parte del grupo denominado “Contaminantes
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Emergentes” (Deblondea, Cossu-Leguilleb, & Hartemann, 2011), los cuales
tienen un riesgo a nivel enddcrino, por lo tanto, la determinacidn de pesticidas,
al igual que filtros solares en las hortalizas es importante debido al riesgo que
alimentario que pueden generar. Para ello, se implementd la metodologia
(Columna, reactivos grado LC-MS, condiciones del analizador de masas)
tomando como base, lo reportado en la hoja de aplicacion 20035 (vida supra,

pag. 61). Posteriormente, se extrajo el reporte de analisis de cada muestra.

Del reporte de analisis se obtuvo el cromatograma ESI+ TIC (fig 37), el cual
se somete a la rutina de extraccidn generadora de estructuras (MGF,
Masshunter), la cual mediante las relaciones isotépicas del M+, [M+1]y [M+2]
determina la férmula molecular y la masa molecular de cada senal del
cromatograma generado. Luego compara la masa molecular, el tiempo de
retencion vy la relacion masa carga (m/z) con alguna base de datos; en este
caso se utilizé la base de datos generada con el programa PCLD de los 535
pesticidas; para identificar a los componentes de la muestra inyectada. En la
fig 38 se muestra el reporte del primer compuesto encontrado en la muestra

de arugula de Montes Amé

De manera analoga, en la muestra de arugula de este sitio se encontraron 27

compuestos quimicos, los cuales se presentan en la tabla 26.

Tabla 26. Compuestos encontrados en arugula (Montes Amé)

RT (min) | Mass [M+H]+ | MFG Formula | MGF Diff (ppm)
1 |1.026 147.0156 | 148.0229 | CgHsNS -8.86
2 [10.553 | 358.1962 | 359.2034 | C14H26N6Os 0.78
3 110.851 |191.1313|192.1386 | C12H17NO -1.53
4 |12.707 | 245.2356 | 246.2429 | C14H31NO> -0.6
5 |13.69 271.2515 | 272.2588 | C16H33NO> -1.5
6 |14.482 |317.2751 |318.2823 | C18H39NOS 0.35
7 |14.482 |273.2676|274.2749 | C16H3sNO> -2.89
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14.634 | 229.2408 | 230.2481 | C14H31NO -1.06

14.647 | 120.0219 | 121.0291 | C7H402 -6.09
10 | 14.65 278.1517 | 279.1592 | C16H2204 0.26
11 |14.652 |148.0163 | 149.0236 | CgH403 -1.52
12| 15.022 | 287.2848 | 288.2921 | C17H37NO2 -8.19
13|15.078 | 299.2835 | 300.2908 | C18H37NO2 -3.61
14 | 15.177 | 287.2842 | 288.2914 | C17H37NO2 -6.03
15]15.295 |198.1634 | 199.1707 | C12H2202 -7.11
16 | 15.484 | 229.2419 | 230.2492 | C14H3:NO -5.67
17 | 15.75 291.1996 | 292.2069 | C21H2sN -3.18
18 |16.273 | 315.3149 | 316.3222 | C19H41NO2 -3.76
19| 16.284 | 249.0798 | 250.0871 | C16H11NO2 -3.33
20]16.284 | 378.2315 | 379.2388 | C24H30N20:2 -2.16
21116.354 | 294.2572 | 295.2643 | C19H3402 -4.47
22117.741 | 278.152 | 279.1592 | C16H2204 -0.57
23|17.742 | 390.2774 | 391.2845 | C24H3804 -0.98
24 117.742 | 166.0269 | 149.0236 | CgHeO4 -2
25|17.769 | 370.3086 | 371.3159 | C22H4204 -0.77
26 | 18.312 | 337.3366 | 338.3439 | C22H43NO -6.28
27 119.183 |426.3723 | 427.3796 | Ca7HasN4 -0.2

Al realizar la busqueda de los compuestos encontrados en la base de datos,
no se encontré ningln pesticida en la muestra, sin embargo, con el interés de
saber cuales fueron los compuestos encontrados, se realizé una busqueda en
la base de datos T3DB (The Toxin and Toxin Target Database, TMIC, 2019
(Wichart, y otros, 2015) (Lim, y otros, 2010), con cerca de 3000 mil
compuestos identificados por CL-EMAR. En la fig 39, se muestra la pantalla
principal de busqueda donde se colocaron la relacion masa carga encontrada
del cromatograma, es decir, las masas de los iones [M+H]+ y los valores

empleados para la busqueda.
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Para identificar los compuestos, se buscd que tanto la formula molecular, el
idbn [M+H]+ y la masa monoisotdpica coincidieran con el obtenido en el reporte
de analisis de la muestra, ademas, la tolerancia de las masas moleculares fue
de 0.01 Da (ppm).

En la fig 40 se muestra la manera en la que se identificaron los compuestos
presentes en la muestra de arugula del “Colectivo Milpa” en doénde se

demuestra la presencia de dietiltoluamida (DEET).

La busqueda de todas las masas obtenidas del analisis por CL-EMAR, llevo a
la identificacion de tres compuestos mas en la muestra de Arugula de Montes
Amé, los cuales se enlistan en la tabla 27.

Tabla 27. Compuestos identificados en el analisis no dirigido en arugula
cultivada en el invernadero “Colectivo Milpa”.

RT Mass [M+H]+ MFG Nombre
(min) Formula
3 | 10.851 | 191.1313 | 192.1386 | Ci2H17NO Dietiltoluamida
10 | 14.65 | 278.1517 | 279.1592 Ci16H2204 Dibutilftalato
21 | 16.354 | 294.2572 | 295.2643 C19H3402 Metil linoleato
23 | 17.742 | 390.2774 | 391.2845 C24H3804 Di (2-etilhexil)ftalato

De la misma manera, para las demas hortalizas muestreadas, se siguié el

mismo procedimiento para identificar cada compuesto encontrado. Los

resultados obtenidos se muestran en la Tabla 28.

Tabla 28. Compuestos encontrados en las muestras de hortalizas por medio
del analisis no dirigido.

Muestra DEET | DBP | DEHP | Metil linoleato | L-Valina
Arugula Montes Amé X X X X
Espinaca Montes Amé X X X X
Cebollin Montes Amé X
Arugula Cholul X X X
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Cebollin Timucuy X
Arugula Timucuy X X X X
Pepino Timucuy (sin cascara) X X X X
Pepino Timucuy (con cascara) X X X
Blanco (agua) X X X

En todas las hortalizas analizadas en modo positivo, se encontrd el compuesto
di (2-etilhexil) ftalato (DEHP), incluso en los controles. Por otro lado,
dibutilftalato (DBP) y metil linoleato se encontraron en todas las hortalizas de
los invernaderos ubicados en Yucatan, excepto en la muestra de cebollin de

Montes Ame y cebollin de Timucuy.

Los ésteres de ftalato encontrados: di (2-etilhexil) ftalato (DEHP) y el dibutil
ftalato (DBP), son utilizados frecuentemente en materiales poliméricos como
poliacetato de vinilo y cloruro de polivinilo (PVC) y cominmente se agregan
para hacerlos flexibles. También se usan como aditivos para adhesivos o tintas
de impresidn, sin embargo, ya que estos compuestos no estan ligados
quimicamente al material polimérico, estos compuestos pueden migrar hacia
el agua y los alimentos, o matrices que estén en contacto con estos materiales.
La exposicion al DEHP es generalmente baja y no dafiina, pero el aumento de
las exposiciones resultantes de los liquidos intravenosos administrados a
través de tubos de plastico o la ingestion de alimentos o agua contaminados

pueden tener efectos téxicos. (Leo, M. L. Nollet, 2004)

Por otro lado, el dibutil ftalato (DBP) fue agregado a la lista de la Proposicion
65 de California (1986) de teratdgenos sospechosos en noviembre de 2006.
Se sospecha que es un disruptor endocrino. Fue utilizado en algunos esmaltes
de ufas; Todos los principales productores comenzaron a eliminar esta

sustancia quimica de los esmaltes de ufias en el otofio de 2006.

A pesar de tener conocimiento de la capacidad xeno-estrogénica de estos dos

compuestos, el hecho de haberlos encontrado en todas las muestras
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analizadas, incluso en los controles de agua, habla de una migracién de estos
compuestos desde los materiales utilizados durante el analisis. La técnica de
CL-EMAR es muy sensible y permite detectar compuestos a nivel traza, como
es el caso de los plastificantes que son extraidos de los tubos de centrifuga
(QUECHERS), viales Eppendorf, puntas para micropipeta, entre otros. Debido
principalmente a que se realiza la extraccidén de los compuestos de interés con
una mezcla de acetato de etilo/ metanol (70:30), por lo que estos compuestos
pueden ser extraidos con estos disolventes, aunque segun lo reportado por
(Vazquez, M, y otros, 2017), la extraccion de ftalatos, generalmente se realiza
con n-hexano pero es posible que estos compuestos logren ser extraidos con
la mezcla de disolventes utilizada, de polaridad intermedia, y finalmente
determinados por CL-EMAR.

En las muestras vegetales se encontrd un derivado del acido linoleico, el metil
linoleato o linoleato de metilo. El acido linoleico (w6), junto con el acido
linolénico (w3), vy otros acidos grasos insaturados, son los principales
compuestos liposolubles presentes en vegetales. La razén de haber encontrado
un derivado y no el acido linoleico como acido graso libre radica en la reaccion
de oxidacion que sufre el acido linoleico con los dobles enlaces carbono-
carbono presentes en la molécula. Se forman diferentes tipos de productos
oxigenados (hidroperdxidos, ozénidos y aldehidos), entre ellos, el linoleato de
metilo. (Badui Dergal, S. 2013).

En la muestra de espinaca de Montes Amé se determind la presencia de L-
Valina, la cual se ha demostrado que forma parte de los aminoacidos libres
presentes en la arugula y espinaca, aunque en pequeias cantidades. Ademas,
segun lo reportado por (Nishimura & Kato, 1988; Solms, 1969), la L-Valina es

un aminoacido libre responsable del sabor amargo en este tipo de hortalizas.

Por otro lado, en la muestra de arugula de Montes Amé, arugula y pepino sin

cascara de Timucuy se encontrd a la dietiltoluamida, abreviado DEET, es un
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aceite ligeramente amarillo. Es el ingrediente activo mas comun en los
repelentes de insectos. Esta destinado a aplicarse sobre la piel o la ropa, vy
brinda proteccién contra mosquitos, garrapatas, pulgas, niguas, entre otros.
Hasta la fecha no se ha reportado como agente toxicoldgico. Pertenece a la
clase de compuestos organicos conocidos como n, n-dialquil-m-toluamidas.
Estos son aromaticos que contienen una m-toluamida, donde el grupo

carboxamida esta N-sustituido con dos cadenas de alquilo.

6. Conclusiones
Después de realizar el trabajo experimental se llegd a las siguientes

conclusiones:

1. Se logré la validacion de los métodos de analisis propuestos. Para el
método desarrollado en CLAR, se obtuvo un LOD y un LOQ (sensibilidad
del método) de 0.5 ug/mL, ademas, se demostrd la especificidad del
método analitico. Se determind la presencia de BP3, OCT y AVO en agua
de riego de la peninsula de Yucatan, por medio de CLAR. Por otro lado,
en CL-EMAR, se desarrollaron dos métodos por ionizacién Electrospray
(ESI), uno llevado a cabo en modo positivo (ESI+) y otro en modo
negativo (ESI-), para la confirmacién y cuantificacion de seis filtros
solares (BP3, OCT, AVO, OMC, OTS y HMS) en muestras de agua de
riego y hortalizas de la peninsula de Yucatan.

2. Se confirmé la presencia de filtros solares en agua de riego y pepino con
cascara de Timucuy y en espinaca de Montes Amé, por medio de un
analisis dirigido en CL-EMAR.

3. Se cuantificaron tres filtros solares no acidos, BP3, OCT y AVO, en agua
de riego del sitio ubicado en Timucuy. Las concentraciones determinadas
fueron de 7.00 pg/mL, 11.97 ug/mL y 41.52 ug/mL, respectivamente.

Por otro lado, se comprobd la migracién de los filtros solares del agua
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de riego a las hortalizas, determinando concentraciones de 9.27-55.61
ug/kg de hortaliza (espinaca de Montes Amé y pepino con cascara de
Timucuy) de filtros solares no acidos
(BP3, AVO, OTC y OMC).

. Se evaluaron concentraciones nominales de 0.01, 10 y 100 ug/mL de

BP3, OCT, AVO y OMC, en embriones de pez cebra. El bioensayo no
presentd efectos toxicologicos, por lo tanto, no se demostré un riesgo
alimentario por migracién de filtros solares en alimentos. Al no observar
efectos adversos en los embriones de pez cebra, tampoco se demostré
un riesgo ambiental para la biota de los cenotes (generalmente peces

bagres).

. Por medio del andlisis no dirigido, se comprobd que los invernaderos

muestreados no utilizan pesticidas para la siembra y cosecha de sus
hortalizas, puesto que no se encontré ningun pesticida en ninguna
hortaliza. Por otro lado, si se identificd un contaminante emergente, un
repelente, dietiltoluamida (DEET) en arugula de Montes Amé y arugula

y pepino sin cascara de Timucuy.

7. Perspectivas

1.

Realizar un estudio toxicoldgico que determine el efecto de la
bioacumulacion a largo plazo, debido a que si se cuantificaron filtros
solares en agua de riego y hortalizas.

Validar una metodologia para determinar y cuantificar filtros solares de
empaques en alimentos, para demostrar un riesgo alimentario, por

filtros solares presentes en empaques.
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2015. (INEGI, 2016)
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(vegetales, frutas, carne, etc) (agua, jugo, leche, etc)
Homogenizacién, \\—;/L\ j Filtracion
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Fig 3. Diagrama del proceso de analisis de muestras alimenticias (sélidas y
liquidas). Donde los métodos de extraccidn mencionados son: SE (Extracién
con Solventes), MAE (Extraccion asistida con microondas), PLE (Extraccion de
liguido presurizado 6 ASE- Extraccién de solventes acelerados), Sonication
(Sonicacion), Soxhlet, SFE (Extracciéon de fluido supercritico) y MSPD
(Dispersion matricial en Fase Sdélida). ELL (Extraccion liquido-liquido), SPE
(Extraccién en Fase Solida), SPME (Micro extraccion en Fase Sélida) y SBSE
(Stir-bar sorptive extraction).
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Fig 4. Diagrama de las formas basicas de limpieza y analisis instrumental para
la determinacién de contaminantes en muestras soélidas y liquidas, dénde los
métodos de limpieza son: SPE (Solid Phase Extraction), dSPE (Extraccidn
dispersiva en fase solida), LLE (Extraccién liquido-liquido) y GPC
(Cromatografia en gel permeable). ECD: Detector de Captura de Electrones,
DAD: detector de arreglo de diodos . (Leo Nollet, 2011).
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Fig 5. Vias de ingreso de contaminantes al cuerpo humano. De manera muy

particular, en el caso de la poblacién de la peninsula de Yucatan, muchos de

estos compuestos entran en contacto con la poblacion, por medio del agua,

debido a la dinamica del acuifero de la peninsula. (Leo Nollet, 2011)
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Fig 6. Ubicacion georreferenciada de las zonas muestreadas: Cholul, Montes

Amé y Timucuy (puntos en rojo).

Fig 7. Invernadero Colectivo Milpa, Col. Montes de Amé (en la Cd. de Mérida).
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Fig 8. Enriquecimiento en SPE, con cartuchos Strata C18-U Phenomenex de 8
L de agua de cada pozo muestreado.

Fig 9. Elaboracion de extractos.
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Fig 10. Limpieza de las muestras de arugula con la técnica de QUEChERS
(Quick Easy, Cheap, Effective, Rugged y Safe, tubo de centrifuga de 15 mL).

Fig 11. Rotavapor Buchi R-215
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Fig 12. Sistema CLAR Polaris 211 de Varian, empleado para la determinacion
de los filtros solares en agua de riego y hortalizas

Fig 13. Equipo Agilent 6545 QToF de CL-EMAR (UJAT-C.I.C.T.A.T)
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Fig 14. Las etapas del
desarrollo  embrionario
suceden rapidamente; se
dan en horas pasada la
fecundacién (hpf) o dias
pasada la fecundacién
(dpf). (Rojas, Bernad &
Izpisua, 2007).
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Fig 15. Cromatograma de la solucién estandar con 10 pg/mL de cada filtro
solar.
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16. Cromatograma de la solucion blanco.
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Fig 17. Curva estandar determinada para los 6 filtros solares a diferentes
concentraciones.
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Fig 18. Cromatograma del recobro de la solucién estdandar de 20 pg/mL con
diclorometano/MeOH (1:1).
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Fig 19. Cromatograma del recobro de la solucion estandar de 100 ug/mL con
diclorometano/MeOH (1:1).
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Fig.

20 Comparauon de los métodos de preparacion de la muestra considerando
la recuperacion y los resultados de la RSD.
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21. Cromatograma de una de las muestras de agua (Montes Amé) por CLAR.
La disminucion en la absorbancia en el cromatograma en 14 min es debido al
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cambio de la longitud de onda para cuantificar cada analito, en este caso AVO

(306 nm).
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Fig

22. Cromatograma (TIC) de los estandares no acidicos (BP3, AVO, OMC y

OCT)
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Fig 23. Extraccion (EIC) del cromatograma de los pesos moleculares de cada
uno de los filtros solares no acidicos en CL-EMAR
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Fig 24. Cfométog}amé (TiC) de los estandares acidicos (Oﬁ'S y HMS)

122




<10 3 [-ESI EIC(249.1000) Scan Frag=175.0v OTS_at 100ng.d X1 4 |-ESI EIC(261.1496) Scan Frag=175.0V HMS_at 100ng.8

46 62
PP 5
2 58
56
4 54
as 52
5
as 48
P m
44
3z pioe
3 4
38
28 a6
26 34
32
24
3
22 28
5 26

e ' sz
WFH #” “‘m “(Hihﬂt Jlm M* Ww |. ]” #»“l..(ﬂ"‘«’“*”wh*}“i_wl ===

OTS; PM [M H] = 249 1496 HMS; PM [M-H]-= 261.1496,
tr= 10.05 min tr= 10.24 min

Fig 25. Extraccion (EIC) del cromatograma de los pesos moleculares de cada
uno de los filtros solares acidicos en CL-EMAR
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Fig 26. Cromatograma (TIC) muestra de agua de pozo de Timucuy en modo
positivo.
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Fig 27. Extraccion (EIC) del cromatograma de la muestra de agua de Timucuy
para determinacion de avobenzona.
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Fig 28. Espectro de masas del pico extraido para determinacion de avobenzona.
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Fig 29. ._Cur_vz_a_._d“e__c_;__alibracién del filtro solar OMC en CL-EMAR.

Fig 30. Cromatograma EIC de la muestra de espinaca del invernadero ubicado
en Montes Amé (Colectivo Milpa).
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C) D)
Figura 32. Efecto de los filtros solares seleccionados (AVO, BP3, OMC y OTC)
sobre embriones de pez cebra al inicio del estudio (4 hpf). A) Control, agua de
garrafén, a B) 100; C) 10; D) 0.01 ug/mL respectivamente. Objetivo: 4X en
microscopio de contraste de fase invertido Primo Vert (Carl Zeiss). Se observa
un desarrollo normal en los cuatro tratamientos.

<) D)
Figura 33. Efecto de los filtros solares seleccionados (AVO, BP3, OMC y OTC)
sobre embriones de pez cebra (24 hpf). A) Control, agua de garrafén, a B)
100; C) 10; D) 0.01 ug/mL respectivamente. Objetivo: 4X en microscopio de
contraste de fase invertido Primo Vert (Carl Zeiss). Se observa un desarrollo
normal en los cuatro tratamientos.
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()
Fig 34. Efecto de los filtros solares seleccionados (AVO, BP3, OMCy OTC) sobre
embriones de pez cebra (48 hpf). A) Control, agua de garraféon, a B) 100; C)
10; D) 0.01 pg/mL respectivamente. Objetivo: 4X en microscopio de contraste
de fase invertido Primo Vert (Carl Zeiss). En el tratamiento de 100 pg/mL se
observa precipitacion de los compuestos, en el control y el resto de los
tratameintos se observa un desarrollo normal de los organismos.

(A) — (®)
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() (D)
Fig 35. Efecto de los filtros solares seleccionados (AVO, BP3, OMCy OTC) sobre
embriones de pez cebra (72 hpf). A) Control, agua de garraféon, a B) 100; C)
10; D) 0.01 pg/mL respectivamente. Objetivo: 4X en microscopio de contraste
de fase invertido Primo Vert (Carl Zeiss). Se observa un desarrollo normal en
los cuatro tratamientos.

(A)

b 4 e £ B 2]

(9 (D)
Figura 36. Efecto de los filtros solares seleccionados (AVO, BP3, OMC y OTC)
sobre embriones de pez cebra (5 dpf). A) Control, agua de garrafén, B) 100;
C) 10; D) 0.01 pg/mL respectivamente. Objetivo: 4X en microscopio de
contraste de fase invertido Primo Vert (Carl Zeiss). Se observa un desarrollo
normal en los cuatro tratamientos.
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User Chromatograms
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Fragmentor Voltage 175 Collision Energy 0 Ionization Mode ESI

Fig 37. Cromatograma ESI+ TIC de Arugula (Montes Amé)
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Compounds
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Fig 38. Reporte del primer compuesto encontrado en artgula de Montes Amé
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& T3DB: Spectra Search Mass = X & T3DB: Methyl lincleate > | & T3DB: Diethyltoluamide > | &) PubChem

< & A MNo seguro | t3db.ca/spectra/ms/search

Query Masses (Da) 148.0229 Enter one mass per line (msz

359.2034 masses per request)
192.1386
246.2429
272.2588
318.2823
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Molecular Weight Tolerance = 0.01 Da

L13

Fig 39. Busqueda de compuestos encontrados en arugula (Montes Amé) en
base de datos T3DB.

MS search for 192.1386 m/z O Delta = (abs(guery mass - adduct mass)fadduct mass)*1 000000
Show | 10 * entries
Search:
Monoisotopic Adduct Delta |=
Compound Name Formula Mass Adduct M/Z (ppm)
T3p3gz7  Diethyltoluamide C12H17NO 191.1310 M+H 192.1383 2

m/z calculator

Fig 40. Captura de pantalla de los resultados obtenidos al realizar la busqueda
de los compuestos presentes en Arugula (Montes Amé) en base de datos T3DB,

seflalando la presencia de diethyltoluamide (dietiltoluamida).
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