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Determinacion de triclosén en tejido vegetal y evaluacion de su fraccion
bioaccesible

En vista de la toxicidad descrita para triclosan, su uso en diversos productos de higiene per-
sonal y los hallazgos descritos en la literatura sobre la presencia de triclosan en aguas resi-
duales, las cuales se usan para regadio en zonas agricolas, se plante para este estudio el
evaluar la bioaccesibilidad de triclosan en dos hortalizas consumidas frecuentemente en Chile.
Se eligi6 la lechuga (Lactuca Sativa L.) como modelo de hortaliza cuya parte comestible no
esta en contacto con el suelo, y rabano (Raphanus sativus L.) cuya parte comestible se desa-
rrolla en contacto directo con el suelo. Para llevar a cabo este objetivo, ambas especies se
cultivaron en un medio hidropdénico y posteriormente fueron tratadas con solucién que contenia
triclosan. La bioaccesibilidad del triclosan en el tejido vegetal se estimé mediante una prueba
de bioaccesibilidad in vitro basada en la fisiologia (PBET). Para el analisis de triclosan se im-
plementd y validé un método por cromatografia de gases con detector de micro captura elec-
trénica (GC-UECD) para determinar su concentracion pseudototal en la matriz vegetal y su
concentracion en los fluidos gastrointestinales sustitutos.

Los resultados sefialan que el triclosan puede ser extraido eficientemente desde matrices ve-
getales mediante un solvente constituido por agua: acetonitrilo 1:1 y acido metafosforico al 2%
(p/p) con posterior concentracion y limpieza en columnas de extraccion en fase sélida (C-18).
El método optimizado cumplié con los principales parametros de validacion, entre estos se
destacan el ser un método selectivo y sensible, con limites de deteccién y cuantificacion de la
técnica de 0,32 y 0,97 pg/L, respectivamente; con un coeficiente de variacién de 10,7% en la
reproducibilidad y una recuperacién de 88,1%.

El triclosan puede ser absorbido por plantas de lechuga y rabano cultivadas hidropénicamente.
En el caso de lechuga, el triclosan puede ser translocado significativamente a la parte aérea,
en tanto que para el rdbano el compuesto se acumula en la raiz reservante de la planta. Me-
diante una prueba PBET se demuestra que una fraccion del triclosan se encuentra en forma
bioaccesible en la parte comestible de lechuga y rabano. La concentracion bioaccesible en
hoja de lechuga de cultivo hidropdnico vario en el rango de 0,14-0,45 ug/g, el cual representa
una variacion en la bioaccesibilidad en el rango de 5,6-16%. En el caso de rabano, los rangos

fueron 0,15-0,34 pg/g y 7,9-36,6%, respectivamente.



Triclosan determination of tissue plant and evaluation of fraction bioaccessible

In view of the toxicity of triclosan, the use of this compound in various personal hygiene prod-
ucts and information published in other countries about the presence of triclosan in wastewater,
which are used for irrigation in agricultural areas, was proposed for this study to evaluate the
bioaccessibility of triclosan in two vegetables commonly consumed in Chile. Lettuce (Lactuca
sativa L.) was chosen as a model vegetable whose edible portion is not in contact with the soil,
and radish (Raphanus sativus L.) whose edible portion is developed in direct contact with the
soil. To carry out this goal, both species were grown in a hydroponic medium and subsequently
treated with a solution containing triclosan. The bioaccessibility of triclosan in plant tissue was
estimated using an in vitro test based on the physiology (PBET). For the analysis of triclosan it
was implemented and validated a method by gas chromatography with electron micro capture
detector (GC-uECD) to determine the pseudototal concentration in the vegetal matrix and the
concentration in the gastrointestinal fluids substitutes.

The results indicate that the triclosan can be extracted efficiently from plant matrices using a
solvent consisting of water: acetonitrile 1:1 and metaphosphoric acid 2% (w/w) with subsequent
concentration and cleaning in columns of solid phase extraction (C-18). The optimized method
complies with the main validation parameters, among them are highlighted a selective and
sensitive method with limits of detection and quantification of the technique of 0.32 and 0.97
ug/L, respectively, with a coefficient of variation of 10.7% in reproducibility and with a 88.1%
recovery.

Triclosan can be absorbed by lettuce and radish grown hydroponically. In the case of lettuce,
triclosan can be translocated to the aerial part significantly, while for radish, compound accu-
mulates in the storage organ of the plant. Through a PBET test it shows that a fraction of triclo-
san is bioaccessible in the edible part of lettuce and radish. The bioaccessible concentrations
in lettuce leaves varied in the range 0.14-0.45 ug/g, which represents a variation in the bioac-
cessibility in the range 5.6-16%. In the case of radish, the ranges were 0.15-0.34 pg/g and 7.9-
36.6%, respectively.
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1. INTRODUCCION

1.1. Aguas residuales.

El agua es un recurso natural indispensable para la vida humana y para el desarrollo y
mantenimiento del medio ambiente. El uso inadecuado de este recurso como medio de
eliminacion de diversos tipos de compuestos quimicos, generados por actividades de origen
antropico, ha producido un importante deterioro de su calidad. El agua que recibe descargas
de desechos de alguna actividad humana (industrial o doméstica) se denomina agua residual,
la cual requiere en la mayoria de los casos un tratamiento previo a ser reutilizada o vertida al
medio ambiente. Las aguas residuales poseen diversos origenes, entre los cuales estan las
aguas residuales domeésticas (aguas negras), las que contienen una gran cantidad de materia
organica, residuos de jabones, detergentes y microorganismos. Las aguas blancas,
compuestas por aguas de procedencia atmosférica (lluvia, nieve o hielo), aguas de riego y de
limpieza de lugares publicos (calles y parques). Las aguas residuales industriales, éstas se
originan de los procesos realizados por fabricas e industrias y contienen aceites, detergentes,
antibioticos, acidos, grasas, ademas de productos y subproductos de origen mineral, quimico,
vegetal y animal. Finalmente, las aguas residuales agricolas, las que se originan de las

actividades agricolas en zonas rurales (Epigares y col., 1985).

Entre los contaminantes presentes en las aguas residuales se encuentra un variado
grupo de compuestos gque se han llamado contaminantes emergentes, los cuales han sido de

interés de las autoridades sanitarias mundiales en las Ultimas décadas (Gil y col., 2012).

1.2. Contaminantes emergentes

Los contaminantes emergentes son compuestos de distinto origen y naturaleza
guimica, de los cuales se tiene escasa informacion de su presencia e impacto en el ambiente

y en el ser humano. Entre las caracteristicas que presentan éstos compuestos estan:

e Persistencia: Resistencia a la degradacion fotoquimica, biolégica y quimica.

e Bioconcentracién: Sustancias con mayor afinidad por tejidos organicos.

e Bioacumulacion: Aumento de la concentracion en algun tejido en funcién del tiempo.

e Toxicologia: Efectos en la salud humana y animal.



e Movilidad ambiental: Capacidad de cambiar de medio.

e Transformaciones en el ambiente: Ciertos compuestos pueden transformarse en

metabolitos con mayor toxicidad que el compuesto inicial.

Estos compuestos se encuentran en bajas concentraciones (generalmente en partes
por millén o partes por trillén) y muchos no se encuentran regulados o reglamentados por la
mayoria de los paises (Kuster y col., 2008; Henriquez, 2010). Es por esto que el estudio de
los nuevos contaminantes se encuentra entre las lineas de investigacion de los principales
organismos dedicados a la proteccion de la salud publica y medioambiental, entre los cuales
se encuentra la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la Agencia para la Proteccién del
Medio Ambiente (EPA) y la Comision Europea. Entre la diversidad de compuestos que se
pueden encontrar denominados como contaminantes emergentes estan (Gémez y col., 2006;
Parsons y col., 2008; Tauxe-Wuersch y col., 2005; Colman y col., 2011; Henriquez, 2010;
Jobling y col., 1995; Birbaum y col., 2004; Terzi¢ y col., 2008; Richardson, 2003):

e Pesticidas
e Farmacos: analgésicos y antiinflamatorios, antihipertensivos, antibiéticos y hormonas
esteroideas (estrégenos y andrégenos naturales y sintéticos).

¢ Productos de cuidado personal: perfumes, fragancias, agentes de proteccién solar,

repelentes de insectos, desinfectantes.
e Surfactantes.

e Productos para tratamientos de aguas.

e Aditivos industriales y subproductos: disolventes clorados, hidrocarburos de petréleo,

hidrocarburos poliaromaticos, plastificantes.

e Retardantes de llama/fuego

e Aditivos alimentarios.

Los productos farmacéuticos y de cuidado personal (PPCPs) han comenzado a surgir
como un grupo de interés medioambiental. Algunos estudios han demostrado que los PPCPs
no se eliminan por completo durante el tratamiento de aguas residuales y son descargados en
los medios acuaticos, también indican que los PPCPs se pueden encontrar en efluentes,
arroyos, biosdlidos, y en sedimentos en el rango de partes por trillébn y partes por millén

(Daughton y col., 1999; Karnjanapiboonwong y col., 2011).



Otra de las caracteristicas representativas de dichos compuestos, es que a pesar de
ser removidos en un alto porcentaje desde las aguas residuales por las plantas de tratamiento,
la elevada tasa de produccién y alto consumo que poseen por parte de la poblacion (Gil y col.,
2012) generan una continua introduccibn de estos compuestos al medio acuatico;
adicionalmente, debido a sus propiedades fisico-quimicas (hidrofilia y lipofilia) son capaces
de llegar a cualquier medio natural (bioconcentracion) y representar un grave riesgo
medioambiental. La figura 1 presenta un esquema del origen y destino de los PPCPs en el

ambiente.
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Figura 1: Origen y destinos de PPCPs en el medio ambiente.1.Uso individual y en animales 2.Desechos
hospitalarios 3.Fosas sépticas privadas 4. Aplicacion directa de biosdlidos de aguas residuales a suelos
5.Introduccion por actividades recreacionales 6.Descargas industriales 7.Lixiviacion desde vertederos
8.Liberaciones derivadas de la acuicultura 9.Descargas de compuestos usados en el control de plagas
10.Destino final derivado del transporte, transformacién y degradacion de los PPCPs. (fuente Varano,
2014).

1.2.1. Triclosan.

El TCS, catalogado como contaminante emergente, corresponde a un fenoxifenol
triclorado [5-cloro-2-(2,4-diclorofenoxi) fenol)] (figura 2), comercializado bajo el hombre de
Irgacare MP o Irgasan DP 300. Entre sus caracteristicas fisicoquimicas estan su baja



solubilidad en agua, estabilidad hidrolitica y baja volatilidad. La tabla 1 presenta sus principales

caracteristicas (Samsge-Petersen y col. 2003; Reiss y col., 2002).

Cl OH
Qofl
Cl Cl

Figura 2: Estructura quimica de TCS.

Tabla 1: Caracteristicas fisicoquimicas de TCS.

Caracteristica Valor Referencia

Reiss y col., 2002

Peso Molecular 289,6 g/mol Samsge-Petersen y col., 2003
o Reiss y col., 2002
Solubilidad en agua 10-12 mg/L Samsge-Petersen y col., 2003
Kd 8,14 a 20°C Reiss y col., 2002
Presién de vapor 0,0007 Pa a 25°C Reiss y col., 2002
Reiss y col., 2002
log Kow 4.8 Samsge-Petersen y col., 2003

El TCS es ocupado como desinfectante ya que posee un amplio espectro bactericida contra
bacterias Gram +, Gram -, hongos y levaduras. Su mecanismo de accién es inhibir la proteina
transportadora enoil-acil reductasa (ENR), la cual participa en la biosintesis de &cidos grasos
necesarios para la formacion de paredes celulares y en la reproduccion de bacterias. Este
compuesto se encuentra presente en variados productos relacionados con la desinfeccion
(jabones, desodorantes, limpiadores, champus y cosméticos) en un rango que va desde 0,1 a
0,3 %, (McAvoy y col., 2002; Boyd y col., 2004).



Con respecto a la toxicologia, el TCS es un compuesto de baja toxicidad aguda.
Estudios sobre su uso en productos de cuidado personal indican que a las concentraciones
utilizadas en tales productos (0,3 %) no es toxico ni irritante de ojos y piel (Real decreto
1599/1997. Espafia). Las vias de ingreso de TCS al cuerpo humano son por contacto con la
piel, las mucosas y a través del tracto gastrointestinal (McAvoy y col., 2002). La exposicion a
TCS en el ser humano es limitada, debido a que este compuesto es rapidamente metabolizado
y excretado a través de la orina, lo que se traduce en una baja probabilidad de generar efectos
téxicos de tipo genotdxicos, teratogénicos, mutagénicos o carcinogénicos al utilizar productos
que contengan TCS. No obstante, el TCS presenta similitud estructural con hormonas tiroideas
y con disruptores androgénicos y estrogénicos (bifenilos y los difenil éteres halogenados) lo
cual se traduce en la posibilidad de generar efectos endocrinos. Algunos trabajos en animales
reportaron que el TCS puede interactuar con los receptores de las hormonas tiroideas
generando una disminucion de los niveles de tiroxina en el plasma (Crofton y col., 2007).
Adicionalmente, en algunos trabajos realizados in vitro se observé la unién de TCS a
receptores estrogénicos y androgénicos, donde este analito presentaria una actividad

antiestrogénica o antiandrogénica (Witorsch, 2010).

A nivel medioambiental, especificamente en aguas, el primer eslabén en la piramide
alimenticia son las algas, un efecto sobre éstos organismos tendria el potencial de generar un
efecto en toda la cadena. Las algas unicelulares, especificamente las algas verdes y las
cianobacterias, son 30 a 80 veces més sensibles a la exposicion a TCS que otros organismos
acuaticos (Orvos y col., 2004). El crecimiento de estas algas puede ser inhibido a
concentraciones de TCS entre 1,3 y 13 ng/mL con un tiempo de exposicion de 4 dias. En los
vertebrados, la toxicidad del TCS ha sido estudiada en peces. En un estudio el grupo cientifico
de Orvos y col., (2004) descubrié que las crias de la trucha arco-iris presentaban una
disminucién de su supervivencia cuando eran expuestas durante periodos de 1 a 2 meses a
niveles de TCS de 71,3 ng/mL y para las truchas perca (Leponis macrochirus), en torno a los
260-440 ng/mL. Para el caso de los anfibios, se evalué la toxicidad de TCS para la rana
leopardo (Rana pipiens), y se observé que a concentraciones de 230 ng/mL se provocaron

alteraciones del sistema nervioso (Fraker y col., 2004).

En el caso del ser humano, algunos trabajos han evaluado la presencia de TCS en
leche materna, en plasma y orina de individuos que usaban productos de cuidado personal

que contenian en su formulacion TCS. Las concentraciones de TCS en la leche materna
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encontradas fueron entre 0,022 y 9 ng/g (Adolfsson-Erici y col., 2002), en el caso de plasma,
los niveles encontrados fluctuaron entre 0.4 y 38 ng/g (Allmyra y col., 2006) y en orina fueron
de 127 ng/mL (Yey col., 2005).

Diferentes estudios indican la presencia de TCS en distintas matrices
medioambientales, tales como aguas residuales y superficiales, sedimentos, lodos (Thompson
y col., 2005; Boyd y col., 2004). En el caso de las aguas, su concentracion varia entre aguas
residuales y superficiales, pero también en distintas zonas del planeta. En funcion de las
concentraciones de TCS en aguas de distintas partes del planeta es que se estima que en las
plantas de tratamiento, los tratamientos primarios eliminan entre un 7 y un 48 % del compuesto
(Sabaliunas y col., 2003), mientras que en el tratamiento secundario, se elimina entre un 92 y
un 99% del compuesto (Petrovi¢ y col., 2003; Paul, 2005). La tabla 2 presenta niveles de TCS
en aguas tratadas y en aguas afluentes.

Tabla 2: Concentraciones de TCS (ug/L) en aguas residuales tratadas y no tratadas.

N Agua residual no tratada Agua residual tratada .
Localizacion Referencia
(Ho/L) (Ho/L)
5,9-21,9 0,34-13,35 Saballunas y col., 2003

0,043-2,8 0,16-0,48 Weigel y col., 2004

1,6-6,1 0,02-0,035 Halden y Paul., 2005
Estados Unidos 3,8-16,6 3,4-8,0 Mc Avoy y col., 2002
3-14 0,16-0,46 Shelvery col., 2007

0,66-2,04 nd Gibson y col., 2007
0,87-1,83 nd Leey col., 2005
0,3-0,8 0,1 Nakada y col., 2006
0,022-0,0213 nd Wu y col., 2007

nd 0,023-0,434 Ying y Kookana, 2007

Fuente: Canosa, 2008. nd: no detectado.

En este sentido es importante conocer los procesos que determinan la estabilidad del
TCS en aguas superficiales, debido a que algunos pueden contribuir a aumentar la estabilidad
del compuesto o favorecer su metabolizacion, pudiendo aumentar la toxicidad de TCS a través

de sus metabolitos. Entre las condiciones que afectan a triclosédn se encuentran:



e ElpH vy laconcentracién de sélidos en suspensién: EI TCS es un compuesto ionizable

(4cido débil) y la variacion en el pH modifica su distribucion en el medio acuético, por
otra parte, una alta cantidad de material particulado puede generar un aumento del

TCS adsorbido en su superficie (Singer y col., 2002).

e Fotolisis: EI TCS es susceptible de sufrir transformaciones fotoliticas en aguas

superficiales, por accion de la luz solar (Ferrer y col., 2004).

e Biodegradacion: El TCS puede ser biodegradado por los organismos presentes en el

agua. Este proceso esta influenciado por la temperatura y la profundidad del medio. Es
el caso la bacteria Achromobacter Xylosoxidasa y el alga Scenedesmus Subspicatus
que degradan el TCS en la superficie de las particulas en suspension (Orvos y col.,
2004).

e Cloracion: ElI TCS en presencia de cloro libre puede sufrir la halogenacién de su anillo
fendlico, generando el tetra y al penta closano, y a dos productos de ruptura de su

molécula (Canosa, 2008).

Si bien el TCS esta presente en matrices acuosas desde las cuales puede ser
absorbido (Thompson y col., 2005; Boyd y col.,, 2004), siendo detectado en diferentes
organismos acuaticos, no se ha relacionado la presencia de este compuesto en aguas
residuales tratadas con la presencia del compuesto en humanos ni tampoco con sus efectos
téxicos (Dan y Hontela, 2011). Sin embargo, es posible que se genere acumulacion de TCS
en los suelos sometidos a regadio permanente con aguas residuales tratadas, siendo mas
probable el contacto de humanos, sobretodo de poblacion infantil, con suelo contaminado con
TCS.

Existen estudios para determinar TCS en diversas matrices, pero muy pocos trabajos
realizados sobre vegetales o plantas, los cuales podrian brindar informacion de suma
importancia sobre la posible cantidad de TCS bioacumulable y posiblemente biodisponible
para el hombre en el caso de vegetales de consumo. Un estudio realizado por el equipo de
Zarate y col, (2012), indicé la presencia de TCS y TCC en plantas de Typha latifolia, Pontederia
cordata y Sagittaria graminea, tanto en raiz como parte aérea, encontrando mayor
bioacumulacioén en la raiz, este trabajo fue desarrollado para evaluar la capacidad de dichas
plantas para absorber contaminantes y asi disminuir su concentracion en humedales

artificiales en Estados Unidos.



1.3. Biodisponibilidad y bioaccesibilidad de contaminantes.

La biodisponibilidad hace relacion a la fraccién de una sustancia que alcanza la circulacion
sistémica a partir del tracto gastrointestinal y que queda disponible para ejercer su accion
(terapéutica o toxica) en el organismo, sin embargo, ésta puede ser afectada por el alimento y
su composicion, asi también las condiciones del tracto gastrointestinal y las condiciones
fisioldégicas del consumidor. En este sentido sélo una fraccion pequefia de una sustancia

potencialmente contaminante desde una matriz es biodisponible (ISO/DIS 17402, 2006).

Entre las desventajas que presentan las pruebas de biodisponibilidad in vivo es su alto costo
por necesidad de trabajar con animales y asociado a esto, la aceptacion social que conlleva.
Una forma alternativa de abordar este tipo de estudios ha sido el desarrollo de pruebas de
bioaccesibilidad in vitro, las cuales son de un costo inferior (Marquez y col., 2011). La fraccién
bioaccesible representa la maxima fraccion de una sustancia que puede liberarse en el tracto
gastrointestinal desde la matriz que la contiene. En el caso del ser humano, la liberacién de
esta fraccion ocurre en el tracto gastrointestinal, en el proceso de la digestion, quedando
potencialmente disponible para la absorcion intestinal. Para un contaminante, esta fraccion

representa la cantidad maxima disponible para la absorcién intestinal (Quilodran, 2015).

La bioaccesibilidad ha sido ampliamente evaluada para metales, donde existen variados
estudios (Poggio y col., 2009; Ljung y col., 2007; Saikat y col., 2007; Sialelli y col., 2011), los
gue poseen en comun el proceso de simulacién de fluidos gastrointestinales. Como fluido
estomacal se ha usado acido clorhidrico (pH 1,5), sumado a algunos aminoéacidos, acidos
organicos, enzimas y sales, mientras que para los fluidos intestinales se ha utilizado la misma
solucion, pero ajustando el pH a 7 y la adicion de sales biliares y enzimas excretadas al
intestino delgado y al duodeno. Ademas de la composicion del fluido, es relevante la
temperatura, tiempo de digestion y composicion de la fase gaseosa, las cuales deben ser
controladas. En el caso de TCS, no existen estudios donde se haya evaluado la

bioaccesibilidad a partir de matrices vegetales.



1.4. Andlisis de TCS.

Las metodologias ocupadas en los estudios actuales para determinar TCS en aguas
residuales, vegetales, plantas y matrices de origen humano (leche materna, sangre) son
diversas en cuanto al tratamiento de la muestra (extraccion soélido-liquido, liquido-liquido,
extraccion en fase solida (SPE), dispersion de matriz en fase solida (MSPD) como también en
los instrumentos para la identificacion y cuantificacion del compuesto. Principalmente se utiliza
cromatografia de gases o de liquidos, en la mayoria de los casos acoplados a espectrometros
de masas, los cuales aportan selectividad y especificidad a los resultados. En relacion a la
extraccion del compuesto desde la matriz, los tratamientos mas usados en la actualidad se
basan en SPE para matrices liquidas, dado la facilidad en su manejo y su tiempo de trabajo
(minutos) a diferencia de las convencionales extracciones sélido-liquido como liquido-liquido,
las cuales tienden a necesitar un tiempo mas prolongado de trabajo (horas) (Ferrer y col.,
2004) (Karnjanapiboonwong y col., 2011). Las caracteristicas fisicoquimicas que posee el TCS
lo convierten en un compuesto posible de analizar tanto por cromatografia liquida como
gaseosa, pero en nuestro caso al ser un compuesto halogenado, permitié su analisis a través
de cromatografia de gases con detector de microcaptura de electrones. La tabla 3 presenta

algunos ejemplos de metodologias usadas para el analisis de TCS.

Tabla 3: Tratamientos y técnicas ocupadas para determinar de TCS en diversas matrices.

analisis

Extraccién sélido-liquido

Karnjanapiboonwong y

HPLC/UV Solida: Plantas SPE col., 2011
CEEENE | oMk Eesmey Gene Helelss Allmyra y col., 2006
materna Extraccion liquido-liquido
o . SPE) Sabaliunas y col.,
GC/MSD Liquida: Agua de rio Derivatizacion 2003
LC/TOF-MS Liquida: Aguas residuales SPE Ferrer y col., 2004
Dispersion matriz en fase
GC/MS Solida: Peces y alimentos = solida (MSPE) Canosay col., 2008
Derivatizacion (MTBSTFA)
GC/MS Liquida: Aguas residuales SPE Thompson y col., 2005
GC/MS Liquida: Leche materna Extraccion liquido-liquido Adolfsson y col., 2002
(sonicacion)
LC/ESI-MS Sdélida: Plantas SHTRIBEION SO I Zarate y col., 2012

Derivatizacion



1.4.1. Cromatografia

La cromatografia gaseosa con detector de captura electronica (GC-ECD), es una
técnica que permite cuantificar moléculas con grupos electronegativos (compuestos
hal6genos), gracias a que su detector de captura electronica es selectivo y sensible para este
tipo de moléculas. El uso de un detector de micro-captura electronica (MECD) permite una
mayor sensibilidad, por efecto del menor tamafio de celda que posee, lo que optimiza la
interaccion de los compuestos con los electrones. Asi también, es necesario previo al anélisis
cromatogréfico llevar a cabo procesos o etapas de limpieza de la muestra que permitan la
eliminacion de interferentes, como la clorofila en el caso de los vegetales, cuya presencia
generaria errores en la cuantificacion de los analitos, afectando tanto la sensibilidad como la
repetibilidad del método ademas de la probabilidad de generar dificultades técnicas a nivel de

los equipos ocupados (interaccion con la columna cromatografica).

En la actualidad las técnicas de medicion han avanzado no solo en el sistema de
deteccién (mas sensibles y especificos), sino también en simplificar los tratamientos previos
requeridos para poder analizar una sustancia en una muestra en particular ocupando una
técnica de medicion especifica (absorcion atbmica, absorcién molecular, espectrofotometria,
cromatografia, entre otras). En funcidn de ésta Ultima necesidad (tratamiento de muestra) se
puede mencionar una nueva técnica de analisis en el area de la cromatografia,
especificamente en deteccién de compuestos es el sistema de analisis directo de muestra
(DSA/TOF) (figura 3), esta técnica permite la rapida deteccién de varias clases de compuesto,
entre ellas las drogas ilicitas, drogas de abuso, hormonas de crecimiento y sus metabolitos en
la orina ademas de permitir el analisis de muestras sélidas y liquidas. Este sistema posee
como ventaja que no ocupa tiempos prolongados de analisis, como si ocurre en las técnicas
de cromatografia (tratamiento de muestra-inyeccion de muestra) y practicamente no requiere
de la preparacion de las muestras. Esto resulta en la disminucion de los tiempos de analisis y
de no necesitar de reactivos 0 insumos que incrementan los costos de las investigaciones
(Perkin Elmer, 2015).
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Figura 3: Sistema integral DSA/TOF.

1.4.2. SPE

En la actualidad la técnica de SPE aparece como una de las mejores opciones para el
tratamiento de la muestra previo al analisis cromatogréafico, dado principalmente por el menor
tiempo de trabajo y facilidad en su uso. Esta es una técnica desarrollada en los afios 70 como
alternativa a la extraccion liquido-liquido convencional. Se basa en la adsorcion de los analitos
sobre una fase sélida y en su posterior elucion con un disolvente adecuado; asi se logra su
concentracion, su purificacion e incluso su separacion, si se realiza una elucion fraccionada
con distintos disolventes (Canosa, 2008; Bonifazi y col., 1997). Las etapas de la extraccion en

fase solida son:

1. Acondicionamiento _de la fase estacionaria: Consiste en pasar uno 0 varios

solventes adecuados con el objetivo de solvatar los grupos funcionales y facilitar su
posterior contacto con los componentes de la matriz. Entre los solventes mas
empleados estan el metanol (que interacciona tanto con los grupos silanoles polares
como con los grupos funcionales ligados apolares), el acetonitrilo, el isopropanol, el
tetrahidrofurano y la acetona.

2. Paso de la muestra: Se hace pasar la muestra a través del adsorbente, generalmente

aplicando presion positiva 0 negativa para acelerar el proceso.
3. Lavado: En algunos casos se pasa un disolvente que permite eliminar algunas
interferencias sin llegar a eluir los analitos.

4. Elucion de los analitos: En esta Ultima etapa, los analitos son recuperados del

adsorbente mediante una fase liquida que interacciona més fuertemente con ellos que

las particulas de fase solida.
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1.5. Validacioén

La validacion es el proceso por el cual se demuestra por estudios de laboratorio que la
capacidad del método satisface los requisitos para la aplicacion analitica deseada, justificado
por aspectos éticos, econdmicos, de aseguramiento de calidad y regulatorios (ISP, 2010).

Entre los principales parametros que se establecen en una validacion de métodos estan:

Selectividad

La selectividad es la capacidad de un método de identificar y cuantificar un analito en
presencia de interferentes, siendo estos, constituyentes de la matriz que contiene al analito de

interés.

Linealidad

La linealidad es la capacidad de un método de analisis de generar un resultado
linealmente proporcional a la cantidad del analito en una muestra, dentro de un determinado

rango.

Recuperacion

La recuperacién permite ver el rendimiento de un método analitico en cuanto al proceso

de extraccion y la cantidad del analito existente en la muestra original.

Repetibilidad

Es la precisidon de las respuestas obtenidas bajo el mismo método de andlisis (mismo
laboratorio, mismo operador utilizando el mismo equipamiento) dentro de intervalos cortos de

tiempo.

Reproducibilidad

Es la precision bajo distintas condiciones de trabajo (laboratorio, operadores, equipos,

entre otros), utilizando el mismo método.
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1.6. Planteamiento del problema.

En vista de la toxicidad descrita para TCS y su uso en diversos productos de higiene
personal y los hallazgos descritos en la literatura sobre la presencia de este analito en aguas
residuales, se plantea para este estudio evaluar la bioaccesibilidad de TCS determinando la
fraccion del compuesto potencialmente biodisponible y como se relaciona ésta con el sitio de
absorcién en el tracto gastrointestinal. Para ello se validara un método por GC-UECD para
determinar la concentracion pseudototal del analito en una matriz vegetal. La implementacion
de la metodologia permitira evaluar la incorporacion de TCS a una matriz vegetal de hortalizas
y posteriormente su bioaccesibilidad in vitro mediante el andlisis de soluciones extractantes

sustitutas de fluidos gastrointestinales.

Nos enfocaremos en el posible contacto indirecto entre el ser humano adulto y TCS, el
cual se puede dar por el consumo de vegetales contaminados con este desinfectante, ya sea
por aguas de regadio o suelos contaminados, escenario que puede darse en zonas agricolas
donde se cultivan hortalizas, cercanas a plantas de tratamiento de aguas servidas domésticas,
las cuales ocupan como agua de riego los efluentes de estas plantas.

Como hortalizas més representativas de las zonas agricolas cercanas a la ciudad de
Santiago se ha elegido para este estudio la lechuga (Lactuca Sativa L.) y el rAbano (Raphanus
sativus L.). En el caso de la lechuga su parte comestible es la hoja, por lo que el estudio
dependera de la cantidad de contaminante translocado a la parte aérea. En el caso de rdbano
su parte comestible es la raiz, la cual esta en contacto més cercano con el medio que contiene

el contaminante (agua o suelo).
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipodtesis
Para este estudio se plantean las siguientes hipétesis:

e EI TCS puede ser analizado eficazmente en matrices vegetales de hoja y raiz mediante un

método que involucra extraccion solido-liquido, SPE y GC-pUECD.

e EI TCS presente en la solucién nutritiva de un cultivo hidropdnico puede ser absorbido por
hortalizas de consumo frecuente (lechuga, rabano) y movilizarse a las partes comestibles
de la planta quedando en una forma bioaccesible para el ser humano.

Objetivo general.

Desarrollar una metodologia para el andlisis de TCS pseudototal y bioaccesible,
basada en la extraccion del analito desde la matriz vegetal ocupando una solucién extractante,

SPE y la posterior cuantificacion mediante GC-uECD.

Objetivos especificos.

1. Desarrollar un programa cromatografico para la determinacién de TCS, MTCS con la
técnica de GC-UECD.

2. Desarrollar un proceso de extraccion de los analitos desde las matrices de agua y tejido

vegetal incluyendo la técnica de extraccion soélido-liquido y SPE.

3. Validar la metodologia implementada para el andlisis de TCS en la matriz de tejido

vegetal.

4. Determinar el TCS pseudototal en tejido vegetal de lechuga y rabano.

5. Determinar el TCS bioaccesible en la hoja de lechugay en la raiz reservante de rabano,

ambas especies cultivadas hidropdnicamente.
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3. MATERIALES Y METODOS
Materiales

e Camara de vacio para extraccion en fase sélida, Manifold.
e Bidones de pléastico de distintos volumenes.

o Material de vidrio.

o Cartridges C-18, Sep-Pak, Waters.

e Membrana de nitrato de celulosa con un tamafio de poro de 0,45 um, Sartorius
Stedim.

Reactivos

¢ n-hexano, solvente para GC con detector ECD y FID, Merck.
e Metanol, Emsure, P.A., Merck.

e Acetona, Emsure, P.A., Merck.

e Acetonitrilo, Emsure, P.A., Merck.

e Estandar de PCB, P.A., Dr. Ehrenstorfer. 28 (99,5 %), 101 (99 %).
e Agua milliQ.

e Agua destilada.

e Carbonato de sodio anhidro, extra pure, Scharlau Chemie.

e [rgasan DP 300, C-BASF.

e Acido metafosforico, P.A., Merck.

e Acido lactico, Merck.

e Extracto biliar porcino, Sigma.

e DL-Acido mélico, Sigma.

e Citrato de sodio dihidratado, P.A, Sigma.

e Pepsina de mucosa gastrica porcina, Sigma.

e Pancreatina de pancreas porcino, segun USP, Sigma.

o N-ter-butil-dimetilsilil-N-metiltri-fluoroacetamida, P.S, Merck.
e TCS metil eter, Dr Ehrenstorfer GmbH.

e 3.4 A-triclorocarbanilida, P.A, Aldrich.
15



e Bis-(trimetilsilil)-trifluoroacetamida, P. GC, Merck.
e Nitrato de calcio tetrahidratado, P.A., Merck.

e Nitrato de amonio, P.A., Merck.

e Nitrato de magnesio hexahidratado, P.A., Merck.
e Sulfato de potasio, P.A., Merck.

e Nitrato de potasio, P.A., Merck.

e Cloruro de sodio, P.A., Merck.

e FeEDTA, P.A., Merck.

e Fosfato de potasio, P.A., Merck.

e Acido Bérico, P.A., Merck.

e Sulfato de manganeso hidratado, P.A., Merck.

e Sulfato de Zinc heptahidratado, P.A., Merck.

e Sulfato de cobre pentahidratado, P.A., Fluka.

e Manganato de sodio dihidratado, P.A., Merck.

e Multiestandar ICP masa, PA, Merck.

Equipos

¢ Equipo medidor de pH, PMX 3000, WTW.

e Estufa 300°C, WTC, Binder.

e Estufa al vacio, VTR 5036, Heraeus.

e Centrifuga, Z 383 K, HermLe.

e Agitador, Gel Rocker 50, Bhanu.

¢ Balanza granataria, precisa 160M, Swiss Quality.

e Balanza granataria, precisa 6000M, Swiss Quality.

e Balanza analitica, precisa 125A, Swiss Quality.

e Placa calefactora, Sahara 310, Rocker.

e Espectrofotometro de Absorcién Atémica, 3110 con llama, Perkin Elmer.
e Microondas Milestone MLS 1200 Mega.

e Cromatografo de Gases, 7890A, Agilent, con detector - hLECD y FID.
e Molino marca IKA All basic.

e Equipo AXION-DSA-TOF-MS, Perkin Elmer.
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4. METODOLOGIA.

4.1. Cromatografia de gases.

Se desarrollé un programa cromatogréfico para identificar y cuantificar los analitos
TCS, MTCS y TCC. Se utilizdé un equipo GC-UECD y una columna DB-XLB, de muy baja
polaridad de 30 metros de largo, 0,32 um de diametro interno y con 0,25 um de grosor de
fase estacionaria. Para desarrollar el programa se tomdé como base un programa
desarrollado y ocupado previamente en el mismo equipo para el analisis de PCBs (Varela,
2014).

Las soluciones de los analitos fueron preparadas mediante pesada, la cual consiste
en masar los volumenes de solucién de TCS como también de solvente para realizar las
diluciones respectivas, de esta forma se minimizan las diferencias entre los valores
nominales y efectivos de las concentraciones (ug/L) de los compuestos a estudiar (Varela,
2014).

Para confirmar la presencia de TCS en las muestras vegetales se utilizé la técnica DSA-
TOF-MS. Las condiciones de trabajo fueron: corriente de corona de 30 pA, temperatura del
calefactor de 300°C, flujo gas auxiliar (N2) de 4L/min, presion gas nebulizador (N.) 552 kPa,
flujo gas de secado (N.) 3 L/min, y la temperatura del gas de secado (N.) de 25°C (Garrido,
2016).

Para el andlisis mediante esta técnica, se utilizaron soluciones estandar de TCS de 100,
500 y 1000 ppm y muestras vegetales con y sin TCS. Para las muestras vegetales, se
realizaron extracciones solido-liquido, utilizando metanol como solvente extractante. A los
extractos obtenidos se les adicion6 cafeina como estandar interno a una concentracion de

1 ppm.

4.2. Obtencién de muestra vegetal

Para la etapa de validacion de la metodologia fue necesario contar con material
vegetal que contuviera TCS, para ello se trabajo con ejemplares comerciales de lechuga y
rabano, los cuales fueron expuestos a TCS a través de soluciones acuosas saturadas del
compuesto (20 mg/L).
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El TCS fue incorporado a la planta de la siguiente forma:

e Absorcién foliar: La hoja de la planta fresca (lechuga) obtenida del comercio se

puso en contacto con solucion saturada en TCS por 24 hrs.

e Contacto directo con raiz reservante de rdbano: ejemplares de rabano se

pusieron en contacto con solucion saturada de TCS por 24 hrs.

Con el fin de evaluar las mejores condiciones para el tratamiento con TCS de las
plantas cultivadas hidroponicamente (lechuga y rabano), se realizaron pruebas para
determinar la concentracion de TCS en las posibles soluciones utilizadas como medio de
contacto entre contaminante y vegetal (SN, H.0 y CaCl, 0,01 mol/L), siendo evaluadas a
un mismo nivel de concentracion (10 mg/L). Adicionalmente en el caso de solucién nutritiva,

se usaron dos concentraciones de TCS (1 y 5 mg/L).

Otro set de pruebas fue realizado para determinar la concentracion efectiva de TCS
en solucién acuosa, para lo cual se adicionaron diferentes porciones de acetona a matraces
aforados, aforando con agua MilliQ, esto fue realizado para favorecer la solubilidad de TCS
en la solucién acuosa. Las distintas proporciones de acetona/agua fueron de 10:90, 50:50
y 75:25. Adicionalmente, en la etapa de SPE se recolectaron los volimenes de muestra

previo a la elucién, éstos junto a los eluidos se evaporaron con corriente de No.

En forma previa al cultivo hidropénico, se utilizaron ejemplares de lechuga variedad
Batavia de 25 dias aproximados de desarrollo, obtenidos de un invernadero dedicado al
cultivo comercial de lechuga hidropoénica. Los ejemplares fueron colocados en solucion
nutritiva durante 24 hrs para atenuar el estrés producido por el traslado desde el invernadero
hacia el laboratorio. Posteriormente se realizaron dos set de pruebas: uno para establecer
la concentracion de TCS mas adecuada para el cultivo hidropénico (A), y el otro para
establecer el tiempo de cultivo en que se pueda observar presencia de TCS en la raiz o

parte aérea (B):

A. Se trataron tres ejemplares adultos de lechuga en duplicado por cada nivel de
concentracion de TCS en solucién nutritiva (5; 10 y 20 mg/L), durante un tiempo de

exposicion de 24 hrs.
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B. Se trataron tres ejemplares adultos de lechuga por cada tiempo de exposicion (2,3

y 4 dias), todos con el mismo nivel de concentracion (20 mg/L).

Con las condiciones de tratamiento ya establecidas, se procedié con el cultivo hidropénico

de lechuga y rdbano segun el siguiente procedimiento:

Las plantas se obtuvieron a partir de semillas, las cuales se cultivaron en arena de
rio en una incubadora a una temperatura controlada de 25°C y ausencia de luz,
siendo éstas regadas periddicamente. Después de 10 dias de crecimiento de las
plantulas, se eligieron 6 de tamafio y aspecto similar y se trasladaron a un recipiente
plastico de 1 L de capacidad que contiene solucién nutritiva (Riveros, 2007). Los
contenedores con las plantulas se mantuvieron durante todo el experimento en una
camara climatica bajo condiciones controladas de luz y temperatura: fotoperiodo de
16 horas con radiacion de 480 PE/m?s y temperatura en el rango de 20 a 30°C a
humedad ambiente. Luego de 21 dias de crecimiento en solucidon nutritiva se aplico
TCS. Transcurrido el tiempo de exposicion al analito, se sacaron las plantas de los
recipientes, se lavo la raiz con agua MilliQ, se secaron con papel absorbente, la
planta fue separada en parte aérea y raiz, ambas se secaron en una estufa a 50°C
por 48 horas determinandose posteriormente su peso seco. El material vegetal fue
molido en un molino marca IKA A1l basic y almacenado en frascos de polietileno,

para su analisis posterior.

Los tiempos de exposicion para lechuga fueron de 1 y 3 dias y para los ejemplares de

rabano 1y 2 dias, la concentracién de TCS ocupada fue de 20 mg/L en SN.

4.3. Determinacion de concentracion pseudototal de TCS en matriz vegetal.

Debido a que no es posible conocer el contenido total de TCS en forma exacta, ni

extraer dicha cantidad desde la matriz vegetal, en este estudio nos referiremos al TCS

pseudototal como una estimacion del TCS total presente en el vegetal.

Se evalué el método desarrollado por Canosa y col., (2008), el cual consiste en

realizar la extraccion del analito desde la matriz utilizando la técnica de MSPD. Se procedio
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a realizar la prueba bajo las mismas condiciones descritas disminuyendo las cantidades a
la mitad por el tamafio del cartridge disponible (6 cc), los pasos de ésta prueba se indican
a continuacion:

Dispersar 0,25 g de muestra en 0,75 g de silica neutra en mortero.
Transferir la mezcla al cartridge con 1,5 g de silica impregnada con H.SO, al 10% p/p
Eluir con 10 mL de diclorometano

Evaporar el solvente con corriente de Na.

ok~ 0D PR

Reconstituir con 5 ml de n-hexano/PCB 28.

Como método alternativo al proceso MSPD se realizé una extraccion sélido-liquido
ocupando una solucién extractante compuesta por agua/acetonitrilo en una relacion 1:1,
esta mezcla contenia acido metafosforico (MPA) al 2% (p/p). Adicionalmente, se analizaron
diversas proporciones de la solucién extractante (agua/acetonitrilo), como también distintos
porcentajes de MPA, con el fin de obtener la mayor cantidad de analito, como también la
mayor precipitacion de interferentes y obtencion de una solucién mas limpia para su andlisis
(Briggs, 1940; Mendoza y col., 2009)

El proceso de extraccion se realiz6 de la siguiente forma:

6. Pesar 500 mg de material vegetal en tubo de centrifuga de 50 mL.

7. Adicionar 20 mL de una mezcla agua/acetonitrilo 1:1 con una concentracién de MPA
del 2 % (p/p).

8. Agitar la mezcla durante 3 horas en agitador horizontal.

9. Centrifugar 10.000 rpm por 10 min a T° ambiente.

10. Separar la solucion sobrenadante para andlisis.

La solucion fue sometida al proceso de SPE con el fin de eliminar componentes de la matriz

vegetal, como también efectuar una concentracion de la muestra.

A partir de los valores de TCS pseudototal en raiz como parte aérea o raiz reservante se
calcularan los factores de translocacién (FT) para cada caso segun la siguiente formula

(Rezvaniy col., 2011):
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Cs
Cr

Donde:
FT: Factor de translocacion
Cs: Concentracion compuesto parte aérea o raiz reservante (mg/kg).

Cr: Concentracion compuesto en raiz (mg/kg).

La SPE se aplic6 a los extractos resultantes de las extracciones sélido-liquido para
pruebas de determinacién de TCS pseudototal y a las soluciones provenientes de las

pruebas de bioaccesibilidad gastrica e intestinal de TCS, segun el siguiente protocolo:

Acondicionar la columna con 7 mL de agua a pH 2 (con HCI), esperar 5 min.
Agregar 6 mL de metanol y esperar por 5 min.
Cargar cartridge C-18 con 10 mL de muestra.

Realizar lavado de la columna con 2 porciones de 3 mL de agua Mili Q.

o~ w0

Realizar elucion con acetona, con 2 porciones de 2,5 mL recolectando la solucion

en vial de 8 mL.

Luego, las muestras fueron sometidas a una filtracion (filtro de membrana de nitrato
de celulosa de 0,45 pm), evaporadas con corriente de N y reconstituidas con 5 ml de n-
hexano/PCB 28. Con la solucidon obtenida se procedid a la medicion en el equipo

cromatogréfico.

4.4. Bioaccesibilidad mediante solucion sustituta de fluido gastrointestinal.

Se seleccionaron dos de las pruebas mas usadas para evaluar la bioaccesibilidad
de metales en diferentes matrices (Saikat y col., 2007; Sialelli y col., 2011), una fue el
método basado en la fisiologia (PBET) descrito por (Intawongse y col., 2008) y la otra fue
el método simplificado (SBET) descrito por (Xin y col.,, 2011). Estas pruebas fueron
aplicadas tanto a plantas de lechuga cultivada como a hojas de lechuga tratadas con

solucién saturada de TCS.
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4.4.1. Bioaccesibilidad mediante método SBET

Extractantes:
e Fase gastrica: Simula la extraccion de compuestos por la accién de los jugos
gastricos en el estbmago. Se usa una solucién de glicina 0,4 mol/L, ajustada a pH

1,5 + 0,5 en agitacion durante 1 hora.

4.4.2. Bioaccesibilidad mediante método PBET

Extractantes:

e Fase gastrica: Corresponde a la primera etapa del proceso de extraccion. Se
requiere una solucién ajustada a pH 1,5 (HCI), compuesta por pepsina, acido DL-
malico, citrato de sodio dihidratado y acido lactico, en las concentraciones 1250

mg/L, 500 mg/L, 570 mg/L y 420 uL/L, respectivamente.

e Fase intestinal 1: Se obtiene por acciéon de la solucion de la fase géastrica pero
ajustado el pH a 7,0 £ 0,5 con bicarbonato (12% m/v) y agregando sales biliares
(175 mg por cada 100 mL) y pancreatina (50 mg cada 100 mL). El tiempo de

agitacion es de dos horas.

e Fase intestinal 2: Se obtiene aplicando la misma solucion de la Fase intestinal 1 por

1,5 horas y manteniendo el pH en 7.

4.5. Contenido de metal total en muestras de vegetales.

Se pesaron 300 mg (+ 0,1 mg) de muestra seca y se trasladaron a vasos de teflon
para microondas. Luego se agreg6 4 mL de HNO3 al 69% y 2 mL de H,O, al 30%. Para
acelerar la mineralizacion, las muestras fueron digeridas en horno microondas Milestone
MLS 1200 Mega, utilizando un programa con las siguientes caracteristicas: 5 min a 250 W,
5 min a 400 W y 10 min a 500 W. Posteriormente los vasos fueron enfriados por medio de
bafio de agua. Luego, se vertieron las soluciones en matraces aforados de 20 mL con
agua MilliQ. La cuantificacion de metales totales fue realiza mediante espectrometria de

absorcion atémica (EAA) con llama.
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4.6. Validacion.

Para la validacion de la metodologia de extraccion solido-liquido, SPE y medicién
por GC- HECD se llevaron a cabo diferentes pruebas tomando como referencia la guia de
validacién del Instituto de Salud Puablica (ISP, 2010). Las pruebas seleccionadas fueron:
linealidad (limites de deteccion, cuantificacion y rango lineal), repetibilidad, recuperacion y
reproducibilidad intralaboratorio.

Selectividad

Se analizaron muestras blanco, TCS en matriz vegetal y de solucién estandar
utilizando dos programas cromatograficos, comparando las sefiales obtenidas para cada

caso.

Linealidad

Se construyé una curva de calibracion para TCS usando como estandar interno el
PCB 28, donde se graficaron los puntos concentracion versus razones de area (area
TCS/PCB28), de la cual se obtuvo la ecuacion de la recta

Y=SC+Yb

A partir de la curva de calibracién, donde C es la concentracion de TCS y S e Yb la
pendiente y ordenada en el origen de la recta respectivamente, se obtuvieron los valores

estadisticos y coeficiente de correlacion.

Recuperacion (R)

Se realizaron mediciones de 9 muestras fortificadas con TCS, el proceso se realizd

de la siguiente forma:

Se adicion6 1 mL de un estandar de TCS en n-hexano de concentracién conocida 520 ug/L
a 250 mg de material vegetal sin TCS en un tubo plastico de 50 mL tipo Falcon.
Posteriormente se evaporé el volumen del solvente adicionado a temperatura ambiente,

obteniendo la muestra seca, se procedid a realizar extraccion solido-liquido, SPE y se
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cuantifico el TCS por GC-uECD. Los porcentajes de recuperacion se determinaron

utilizando la siguiente formula:

Donde:

R: Recuperacion.

Ce: Concentracion del analito en la muestra enriquecida (mg/kg).
Ca: Concentracion del analito adicionado a la muestra (mg/kg).

Co: Concentracion de la muestra blanco (sin analito) (mg/kg).

Repetibilidad

Se determind registrando 5 mediciones a distintos intervalos de tiempo bajo las
mismas condiciones (mismo dia, operador, equipo, técnicas analiticas), segun la siguiente

forma:

Se pes6 250 mg de material vegetal con TCS y se adicioné 10 mL de una mezcla de
acetonitrilo/agua 1:1 con acido metafosforico al 2%. Una vez obtenido el extracto se realizé
el tratamiento de la muestra mediante SPE y se cuantificé el TCS por GC-uECD). Se

calcularon la desviacién estandar (DS) y el porcentaje de coeficiente de variacién (CVr%).

Reproducibilidad

Se determino realizando 3 mediciones de una muestra vegetal con analito (TCS), la

cual fue analizada una vez por cada semana, segun la siguiente forma:

Se pesaron 250 mg de muestra y se adicioné 10 mL de una mezcla de acetonitrilo/agua 1:1
con acido metafosfoérico al 2%. Una vez obtenido el extracto se realiz6 el tratamiento de la
muestra mediante SPE y se cuantifico6 el TCS por GC-UECD). Se calcul6 Desviacion

Estandar (DS) y el porcentaje de coeficiente de variacion (Cvr%).
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5. RESULTADOS

5.1. Andlisis cromatogréfico

Se elabor6 un set de muestras de TCS en el rango de concentracion de 2-20 pg/L.
Para las pruebas se inyectd6 manualmente 1 pL de cada solucion. Se optimizé un programa
cromatogréfico con un tiempo de registro a 12,33 min., el cual permite analizar tanto TCS,
MTCS y TCC. Las caracteristicas del programa cromatogréfico se indican en la tabla 4:

Tabla 4: Condiciones cromatograficas para el analisis de agentes desinfectantes.

I o o ) e
50-200 200-230 230-280

75 0 30 0 15 0

2 2 1 1 1 3,33 2

2 4 5 6 7 10,3 12,3

Temperatura inyector: 280 °C, temperatura detector: 300°C, Flujo gas carrier: 2,3 mL/min

N2. Con el programa optimizado, los tiempos de retencion para TCS, MTCS y TCC fueron
7,80, 7,90 y 4,73 min, respectivamente (figura 4).

Como las muestras se inyectaron en forma manual, fue necesario la inclusién de un
S| para disminuir el error asociado a la manipulacién manual, para esto se probaron dos
compuestos, PCB 28 y PCB 101, optando por el PCB 28, que posee un tiempo de retencién
de 6,62 min (figura 5), debido a que su sefial aparece en una zona del cromatograma donde
no interfiere con las sefiales de TCS, MTCS o TCC. La concentracion de Sl usada para

todas las muestras fue de 27,80 pg/L.
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Figura 4: Cromatograma de estandares de TCS, MTCS, TCC, (52, 24 y 188 ug/L), n-hexano y
acetona obtenido con programa optimizado por GC-uCD.
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Figura 5: Cromatograma de estédndares de TCS y PCB 28.

Mediante el andlisis por DSA-TOF-MS, a partir de una concentracion estdndar de TCS de
100 ppm se observo la presencia del compuesto en la muestra con un valor masa/carga de

291,234 como se observa en la figura 6:
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Figura 6: Espectro de estandar de TCS (m/z=291,234), 100 ppm/NaOH, DSA-TOF-MS.

Una vez obtenidos los valores de los iones generados, se analizaron muestras
vegetales con y sin TCS (blanco), los resultados obtenidos en el caso de la muestra con
TCS, indican la presencia del ibn molecular generado a partir de la muestra con un valor
masa/carga (m/z) de 291,234. En lafigura 7 se observa la presencia de TCS en una muestra
de lechuga que fue puesta en contacto a través de sus hojas con una solucién saturada de
TCS vy en la figura 8 una muestra blanco (lechuga sin TCS), confirmando los resultados
obtenidos mediante GC-uECD (presencia y ausencia de TCS en las muestras
respectivamente).

30000 L. 293.24%0
25000 Q/O | )
i o’ N ¢
= MM: 289,54 gr/mol
$000 %1239
o 10000 A
3 121.0523 — 026 2942540 |
R pa. forrss 1620752 794305 GO 1300" 2131427 2zmasen 2002039 259.2087 9526260
< o ¢ v ’ / /. 3_1
100 2 50 I 225 250 275 300

Figura 7: Espectro de extracto de Lechuga con TCS + cafeina/NaOH, DSA-TOF-MS.
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Figura 8: Espectro de extracto de Lechuga sin TCS/NaOH, DSA-TOF-MS.

5.2. Extraccion de TCS desde la matriz vegetal.

Con el fin de determinar el TCS pseudototal se buscé extraer la mayor cantidad
posible del compuesto incorporado a la matriz vegetal. Debido a la baja solubilidad de TCS
en agua fue necesario el uso de solventes organicos para su extraccion; sin embargo, la
hoja de lechuga es una matriz compleja que posee una estructura celulésica con alto
contenido de pigmentos, entre ellos la clorofila, la cual es soluble en la mayoria de los
solventes organicos, siendo de esta forma un interferente en el método de analisis. En el
caso del rabano, cuya parte comestible es su raiz reservante, resulta una matriz menos

compleja de tratar debido a la ausencia de clorofila.

Los resultados obtenidos de la aplicacion del método de extraccion MSPD (Canosa
y col., 2008), indican la presencia de TCS en el material vegetal con una concentracion de
(86 = 3 mg/kg), también se observo que el procedimiento no logré retener componentes de
la matriz que podrian causar inconvenientes en la etapa cromatografica, especificamente
clorofila, ya que la solucién obtenida posterior a la elucién poseia una coloracién verdosa
intensa, para intentar eliminar ésta coloracion se procedi6 a realizar una filtracién con filtro
de nitrato de celulosa con tamafio de poro de 0,45 um y una dilucién posterior sin obtener
mejores resultados (linea base muy alta), por lo que se procedi6 a elaborar otro proceso de
extraccion, el cual permitiera eliminar més eficientemente la clorofila y obtener muestras

con menor coloracién y cromatogramas con una linea base mas baja.
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Considerando los aspectos descritos en los péarrafos anteriores, la técnica usada
para extraer el TCS desde la matriz vegetal en este estudio fue la extraccion sélido-liquido.
Como solvente extractante se escogioé acetonitrilo, en base al estudio de Delgado y col,
(2012), donde se sefiala que el acetonitrilo es uno de los solvente mas afines por TCS a
temperatura ambiente, ademas de ser miscible en agua y presentar una menor volatilidad
que acetona, lo cual minimiza la pérdida de solvente por evaporacion durante el proceso.
Teniendo en cuenta que el acido metafosférico (MPA) es un compuesto usado
frecuentemente como agente precipitante de proteinas (Mendoza y col., 2009) se probdé
incorporar este compuesto al extractante con el fin de disminuir la interferencia de la
clorofila. Debido a la mayor solubilidad del MPA en agua, se probaron distintas proporciones
de acetonitrilo: agua. Las proporciones de acetonitrilo/agua fueron: 1:1, 2:1 y 4:1,
obteniendo concentraciones de TCS de 18,06, 17,42 y 11,48 mg/Kg de vegetal
respectivamente. Para el caso del MPA se evidencié un aumento de la cantidad pesquisada
de TCS conforme al aumento del agente precipitante en la solucién acuosa, al usar MPA al
05 1y 2 % plp, las concentraciones de TCS fueron 3,65; 3,50; 5,49 mg/Kg
respectivamente. Ademéas se observé una notoria disminucién de la coloracién del
sobrenadante, sin embargo, ésta se mantuvo similar en los tres niveles del acido, lo cual
podria indicar un limite en la capacidad precipitante del agente.

En base a los resultados obtenidos la solucidon extractante elegida fue una mezcla de

acetonitrilo y agua en una proporcién 1:1 con MPA en concentracion de 2% p/p.

5.3. SPE

Una de las resinas descritas frecuentemente en el proceso de SPE aplicado al
estudio de contaminantes ambientales es la resina C-18, compuesta por un grupo apolar
(octadecilo) unido a silica, que le permite retener compuestos de tipo apolar (Varela, 2014;
Ferrer y col 2004; Karnjanapiboonwong y col., 2011). El uso de cartridges C-18 se asocia
al uso de un manifold de vacio, el cual permite el trabajo simultaneo hasta con 12 columnas
de SPE. El sistema usado en esta tesis se aprecia en la figura 9. Uno de los factores que
puede influenciar el rendimiento de la extraccién es el manejo manual que se realiza del
equipo, principalmente del vacio que se requiere para regular la velocidad de elucién como

también el tiempo de secado.
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Figura 9: Equipo manifold para SPE.

Durante las pruebas preliminares donde se usoé resina C-18, se detectd una baja
recuperacion de los analitos en el proceso de SPE, por tal motivo se volvieron a eluir las
columnas ya utilizadas, determindndose que el TCS aln se encontraba retenido en la resina

(tabla 5). Por lo cual se modificé el protocolo de SPE.

Tabla 5: Analisis de TCS en cartridges C-18 utilizados previamente
en determinacion de TCS pseudototal y bioaccesible.

Muestra Tiempo (min)

N-1 5280 7,802

7460 7,817
2400 7,803
3729 7,790
2940 7,803

Se evalué mejorar la etapa de elucién en la SPE, para esto se realizaron pruebas
para determinar el solvente, puro 0 en combinacion, para elucién Optima del analito
(metanol/acetonitrilo 1:1 v/s acetona), esto basado en el trabajo de Delgado y col, (2012),
en el cual se indican los solventes mas afines a TCS a temperatura ambiente (acetona >

acetato de etilo > acetonitrilo > metanol > hidrocarburos), ademas de cambiar la cantidad
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de eluciones de 2 a 3 porciones (2,5mL-2,5mL-2,5mL). Las areas de TCS eluido indican
que el mejor eluyente es acetona por sobre la mezcla evaluada (area de 2772 y 2464
respectivamente). Adicionalmente, con la primera porcion de acetona eluye una gran
cantidad de analito (>96 %).

Con los resultados obtenidos, se concluyd que el solvente acetona es el mejor eluyente
de TCS en SPE y que solo son necesarias dos porciones de éste para eluir el compuesto
desde la columna. De acuerdo a esto, se formulé el siguiente protocolo de SPE, que fue

usado para determinar TCS bioaccesible y pseudototal a partir de una muestra vegetal:

1. Acondicionar la columna con 7 mL de agua a pH 1,5 (con HCI), esperar 5 min.

2. Agregar 6 mL de metanol y esperar por 5 min.

3. Cargar la columna con 10 mL de muestra.

4. Realizar lavado de la columna con 2 porciones de 3 mL de agua Mili Q.

5. Realizar elucién con acetona, con 2 porciones de 2,5 mL recolectando la solucién
en vial de 8 mL.

6. Filtracion por filtro de nitrato de celulosa de 0,45 um de tamafio de poro.

7. Evaporacion con corriente de N2
8. Reconstitucion con 5 ml n-hexano/PCB28

La figura 10 ilustra el protocolo (extraccion sélido-liquido, SPE y medicion en GC-UECD)

para determinar TCS pseudototal en muestras vegetales.
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1. Exposicion al contaminante.
* Secado de vegetal.
*  Molienda.
2. Extraccion sélido-liquido (MPA 2% en
agua/acetonitrilo 1:1).
* Agitacion horizontal.
3. Centrifugacién a 10000 rpm.

1. SPE usando columnas C-18
* Acondicionar con H:0 apH 1,5y
metanol.
* (Carga de muestra (10 mL)
* Lavado: Agua.
* Eluyente: Acetona (2 x 2,5 mL)
2. Filtracién (filtro de membrana de nitrato
de celulosa de 0,45 um).

1. Evaporacién de eluido con corriente de N,
{ en placa calefactora a 50°C.

. Reconstitucion con 5 ml n-hexano mas SI
3. Inyeccién en equipo GC-MECD.
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Figura 10: Protocolo para determinar TCS pseudototal en muestras vegetales.

5.4. Validacion.

Para la validacion del método se determinaron los principales parametros requeridos
para un método cuantitativo de andlisis segun la guia del ISP (2010), entre estos,
selectividad, linealidad, limite de detecciéon, limite de cuantificacion, repetibilidad,

recuperacion y reproducibilidad intralaboratorio.
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5.4.1. Selectividad

Para establecer la selectividad del método se compar6é el aspecto del pico
cromatogréfico del analito de interés, registrado mediante dos programas que diferian en la
rampa de temperatura aplicada en la zona de elucion. Para ambos programas se inyectaron
muestras estandar de TCS a distintos niveles de concentracion y muestras vegetales cony
sin TCS. El primer programa (figura 11, superior), se registré con rampa de 10°C/min donde
TCS eluye a un tiempo de 9,022 min, en tanto que el segundo programa (figura 11, inferior)
se registré con rampa de 15°C/min donde TCS eluye a un tiempo de 7,799 min. En ambos
casos se observé picos cromatogréaficos puros, sin hombros o solapamiento de sefiales, lo
cual revela la ausencia de interferentes. En base a los resultados obtenidos podemos

indicar que la técnica cromatogréfica es selectiva para el analisis de TCS.

3
e ; Rampa ‘ Te Tiempo Tiempo
0 Triclosén °C/min (min) total (min) |
o 9,022 min : |
g 50 1 1 ‘
s | 1 1
e 50 200 2 6
w 10 230 2 11 ‘
- =3 10 280 2 18
. ' . ’ .
. Rampa Te Tiemp Tiempo
2C/min o (min) total (min)
Triclosén
7,779 min | 50 ]l 2 _ 2
75 | 200 2 | 5
30 230 2 7
b » il | 15 | 280 2 12,3
: L 1 1 ! A

Figura 11: Cromatogramas de solucién estandar de TCS obtenidos con distintos programas
cromatograficos.

5.4.2. Linealidad.

Para esta prueba se construy6 una curva de calibracion entre 0,88 y 93,7 ug/L de
TCS usando como Sl el PCB 28 a una concentracion de 27,8 pg/L. Las soluciones estandar
fueron inyectadas manualmente (1uL) y analizadas de acuerdo al programa cromatografico

establecido previamente. Los resultados se presentan en la siguiente figura 12.
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Figura 12: Grafico concentraciones de TCS vs razén de areas.

Obteniéndose la ecuacion de la recta R = 0,1339*C (ug/L) + 0,0521
Donde:

Pendiente = 0,1339 Intercepto = 0,0521 r=0,999

Para obtener los limites de cuantificacion se realizaron 5 mediciones de una solucion
estandar de TCS con una concentraciéon de 2,01 pg/L, obteniéndose una desviacion
estandar de 0,098, con éste valor podemos calcular los limites de cuantificacion segun las

siguientes ecuaciones:
LD =3,29«DS LC=10%*DS

Obteniendo valores de 0,32 y 0,97 ug/L para el limite de deteccion y cuantificacion
respectivamente.

5.4.3. Recuperacion (R)

Se realizo6 la adicion de 1 mL de solucion de TCS con una concentracion de 520
Mg/l a 250 mg de material vegetal (seco, molido y tamizado), se evaporé el solvente y

posteriormente se realizé el proceso para determinar la cantidad pseudototal de TCS
34



(extraccion soélido-liquido, SPE, filtrado, evaporacion solvente, reconstitucion con Sl),
obteniéndose las concentraciones de TCS en material vegetal (tabla 6).

Tabla 6: Concentracion de TCS en prueba de recuperacion.

Co (mg/kg) Ce (mg/kg) Ca (mg/kg) R (%)
1 nd

1,70 2,08 81,8
2 nd 1,83 2,08 88,2
3 nd 1,88 2,08 90,5
4 nd 2,00 2,08 96,2
5 nd 1,97 2,08 94,8
6 nd 1,76 2,08 84,6
7 nd 1,79 2,08 86,1
8 nd 1,83 2,08 87,8
9 nd 1,72 2,08 82,5
Promedio 88,1
DS 4,75

Ce - Co

R = C.

Donde:

R: Recuperacion.

Ce: Concentracion del analito determinada en la muestra enriquecida (mg/kg).
Ca: Concentracion del analito adicionado a la muestra (mg/kg).

Co: Concentracion de la muestra blanco (sin analito) (mg/kg).

El porcentaje promedio de recuperacion fue de 88,1 %, se realizd la prueba t para
analizar si los resultados eran consistentes. La prueba consiste en comparar el valor de T
de student calculado con un valor T critico (teérico). Si el t calculado es menor al T critico
los valores se aceptan como consistentes, de lo contrario se debe repetir el proceso. Si el
resultado de la recuperacion es aceptado, entonces se pueden hacer comparaciones con
los datos de la tabla de la AOAC (ISP. 2010).
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[100 — %R]
DSx\n

Tcalc =

Donde:

T calc=t observado o calculado

R = recuperacion

DS = desviacion estandar de las lecturas del porcentaje de recuperacion
n = ndamero de lecturas o valores observados

T calc = 0,79 < T critico = 2,306.

Por lo cual no hay diferencias significativas y los valores calculados no necesitan ser
corregidos. Tomando los rangos de concentracion a los cuales se trabajé (1-10 ppm) el
Codex Alimentarius estima rangos de porcentajes de recuperacion entre 80 -110 %, por lo

cual el valor obtenido experimentalmente se encuentra dentro del rango permitido.

5.4.4. Repetibilidad

Para aceptar los valores obtenidos de forma experimental es necesario determinar

el coeficiente de variacion de Horwitz, el cual se obtiene segun la siguiente ecuacion:
CVh = 2(1—0,510gC)

Donde:
CVh= Coeficiente de variacion de Horwitz.
C= concentracién del analito expresado en potencia de 10.

El coeficiente de variacion (CVh) esta expresado en potencia de 2.
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Tabla 7: Concentracion de TCS en prueba de repetibilidad.

1 7,8

2 6,8

3 6,9

4 7,9

5 8,1
Promedio 7,5
DS 0,6
CVr % 8,17

En nuestro caso, al no conocer el valor real de TCS en la muestra obtendriamos un
valor de CVh con un error implicito, lo cual éticamente no es permitido, ante esta situacion
Horwitz describio distintos valores de CVh en funcion de los niveles de concentracion
trabajados, los valores de concentracion trabajados se sitian entre 0,001 y 0,01 mg/L, que
segun los valores estimados de Horwitz el CVh debe ser menor a 16,0, al compararlo con
el valor obtenido experimental (8,17) (tabla 7), se cumple que CVr < CVh, por lo cual el
método es replicable bajo el criterio de Horwitz.

5.4.5. Reproducibilidad

Al igual que en el caso de la repetibilidad, no se puede calcular la CVh al no poseer
el valor real de TCS en las muestras, por lo que se procedié a comparar el valor descrito
por Horwitz para el nivel de concentracion al cual se trabaj6é (0,001 y 0,01 mg/L). EL CVh
para esta concentracion es de 21,3, al compararlo con el encontrado experimentalmente
(10,7) (tabla 8) se logré evidenciar el cumplimiento de CVr < CVh, por lo cual el método es

repetible bajo el criterio de Horwitz.
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Tabla 8: Concentracion de TCS en prueba de reproducibilidad.

1 8,7

2 7,8

3 8,3
11 8,7
2.1 7,8
3.1 8,3
1.2 7,6
2.2 6,6
3.2 6.4
promedio 7,8
DS 0,8
CVr % 10,7

Consideraciones: 1; 1,1; 1,2: misma muestra analizada en distintos dias.

5.5. Obtencién de muestras vegetales.

Las muestras con las cuales se trabajé (ejemplares comerciales, de invernadero y

de cultivo hidropdnico) fueron tratadas y analizadas en base seca.

Previo a la aplicacion de la solucion saturada de TCS sobre las hojas de lechuga
comercial, ésta fue filtrada por membrana de nitrato de celulosa de 0,45 um, debido a la
presencia de particulas de TCS en la superficie del liquido, lo cual podria generar errores
en mediciones posteriores. Finalizado el tiempo de contacto con el material vegetal, se
realiz6 un lavado de las hojas para eliminar cualquier residuo de contaminante,
posteriormente las hojas fueron secadas y molidas, obteniéndose un polvo fino que no
requirié tamizado. Las cantidades de material vegetal (MV) seco, con y sin TCS (blanco)

fueron de 26 y 30 gramos, respectivamente (figura 13).
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Figura 13: Hojas de lechuga comercial en contacto con solucién
acuosa de TCS.

Para las pruebas finales fue necesario probar diferentes matrices acuosas en las
cuales aplicar el TCS a plantas previamente desarrolladas. La matrices usadas fueron:
solucién nutritiva, agua y solucion de CaCl; (0,01 mol/L). EI TCS se us6 con diferentes
concentraciones iniciales. Los resultados de concentracion encontrada se presentan en la
tabla 9:

Tabla 9: Determinacién de TCS en diversas matrices acuosas (SN, CaClz y H20) a distintas

concentraciones.

Matriz Concentracion nominal (ug/L) Concentracion efectiva (ug/L) Recuperacion (%)
15,8

Agua 10400 1642,7

=

| = |

10300 1984,0 19,3
10100 1680,6 16,6
10400 1777.,4 17,3
10100 1869,6 18,5
10300 1809,0 17,4
5200 1433,8 27,6
1100 278,3 25,3
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Los porcentajes obtenidos fueron bajos, en torno a un 20% de la concentracion
nominal (10 mg/L), adicionalmente, los componentes de las matrices de la solucion nutritiva
y solucion de CaCl, no serian un interferente sobre la solubilidad o la capacidad de retencion
de TCS por la resina de la columna C-18, ya que los porcentajes se mantienen
independientemente de la composicion de la solucion. Para descartar factores asociados a
la precipitacion de TCS se realizé nhuevamente la misma prueba solo en solucién nutritiva,

ocupando concentraciones mas bajas (100 y 10 pg/L) en SN (tabla 10).

Tabla 10: Determinacion de TCS en solucion nutritiva a distintas concentraciones de TCS.

Muestra Concentracion nominal (ug/L) Concentracion efectiva (ug/L)

13,88
100 12,89 12,9
100 13,52 13,5
10 1,98 19,8
10 1,69 16,9
10 2,08 20,9

Los porcentajes recuperados continuaron siendo bajos, por lo que se procedi6 a
evaluar el factor pH. Se procedié a preparar SN con TCS (10 pg/L), acidificando las
muestras a un pH 1,5 antes de ser pasada por las columnas C-18. Los porcentajes de
recuperacion para las muestras acidificadas fluctuaron entre un 30 y 46 % respecto de la
concentracion de TCS nominal en la solucion, si bien hay un aumento en la cantidad de

TCS, éste sigue siendo menor al 50% de la cantidad nominal.

Para verificar si el TCS se encuentra en el recipiente de preparacion en forma
adsorbida se probo con distintas proporciones de acetona/agua. Los valores obtenidos de
estas pruebas (tabla 11) indican que el TCS se encuentra presente en la solucion acuosa,
pero no se encontraria solubilizado o posiblemente adsorbido en las paredes del recipiente

gue contiene la solucion. Estos resultados pueden apoyarse en el trabajo realizado por Koc

40



y col., (2014), los que indican que el TCS es afectado por un proceso de adsorcién hacia el
material de plastico cuando el compuesto se encuentra en bajas concentraciones. Esta
seria una posible causa en la baja cantidad de TCS medible en la solucion acuosa, no asi
en soluciones con mezclas de solventes, como la ocupada para la determinaciéon del TCS

pseudototal.

Tabla 11: Determinacién de TCS en soluciones agua/acetona a distintas proporciones.

(agl':naL/I::tta:?)na) Concentracion nominal (ug/L) Concentracion efectiva (ug/L) | Recuperacion (%)
78,1

50/50 eluido 5000 3906 ,

25/75 eluido 5000 2776 55,5
10/90 eluido 5000 81,72 1,6
50/50 recuperado 5000 13,33 0,2
25/75 recuperado 5000 2263 45,2

10/90 recuperado 5000 3720 74,4

Podemos mencionar que con los resultados obtenidos la concentraciéon efectiva de
TCS en solucién acuosa es de alrededor de 1,8 mg/L a partir de una concentracion nominal

de 10 mg/L elaborada en el laboratorio.

5.5.1. Determinacion de TCS pseudototal en ejemplares de lechuga de invernadero.

Posterior a las determinaciones relacionadas con TCS en solucion acuosa, nutritiva,
CaCl; 0,01 mol/L y solucién de agua/acetona en distintas proporciones, se realizaron
pruebas con una cantidad reducida de ejemplares comerciales de lechuga, los cuales
fueron utilizados para analizar distintos niveles de concentracion y tiempos de exposicion a
TCS (figura 14).
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Figura 14: Lechugas de invernadero en contacto en SN.

Los resultados obtenidos para determinar TCS pseudototal en ejemplares de
lechugas de invernadero expuestos a distintas concentraciones y tiempos de exposicion se
indican en las tablas 12 y 13 respectivamente. Adicionalmente, el detalle de los resultados
seindica en las tablas 1y 2 (anexos). Estos muestran un aumento en la cantidad absorbida
por la raiz que es proporcional a la concentracién de TCS en la SN, por otro lado se observa
un bajo movimiento del compuesto desde la raiz hacia la parte aérea, que no es
proporcional a la de TCS en la raiz.

Tabla 12: Concentracion de TCS pseudototal en lechugas de invernadero expuestas a
diferentes concentraciones del compuesto.

Nivel de TCS (mg/L) Masa (g) TCS (mg’kg)
5 0,98

25,32+ 0,5°

E14 10 0,93 150 £ 5,0

20 0,66 429 £ 8,0

5 9,72 0,72 £ 0,06
10 9,14 0,94 + 0,05
20 5,91 1,08 £ 0,05

a: Concentracion, °: Desviacion estandar

En esta prueba se observo que el TCS es acumulado por la raiz y un bajo porcentaje

es movilizado hacia la parte aérea. Una posible explicacion de éste resultado seria el tiempo
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de exposicion al contaminante, que para este caso fue de 2 dias, lo cual limitaria la
capacidad del vegetal para movilizar a compuestos lipofilicos como el TCS hacia la parte
superior. Por otro lado, la disponibilidad de TCS en SN podria ser influyente en la cantidad
de compuesto absorbido hacia la raiz ya que éste compuesto posee una baja solubilidad
en agua (0,0001 g/100 g H20 a 20°C).

Tabla 13: Concentraciones de TCS pseudototal en lechugas de invernadero a
distintos tiempos de exposicion del compuesto.

; Tiempo de
Matriz esxposicion (dias) Masa (g) TCS mg/kg
0,68 nd

4 (blanco)

2 0,82 1202 + 3P
3 0,85 245+ 7
4 0,76 172,3+0,7
4 (blanco) 4,85 nd
2 4,44 1,2£0,1
Lechuga

3 4,85 0,9+0,1
4 4,64 1,5+0,2

a: Concentracion, ®: Desviacion estandar

5.5.2. Cultivo hidropdénico de lechuga.

Considerando las pruebas preliminares se eligié un periodo de tratamiento con TCS
de 1, 3 dias y con concentraciones de 0 y 20 mg/L. El cultivo fue realizado de la siguiente

forma:

Etapa 1: Germinacion de semillas y crecimiento de plantulas sobre arena. Duracion: 10 -12
dias.

Etapa 2: Cultivo hidropdnico de lechuga en potes de 1 L con 6 plantulas cada uno. Las SN
fueron cambiadas cada 3-4 dias, para disminuir la variacion en las concentraciones
de cada nutriente en el tiempo. Duracién: 3 semanas (figura 15).

Etapa 3: Aplicacién de los tratamientos con TCS (20 mg/L). Duracién: 1y 3 dias.

Etapa 4: Finalizacion del cultivo de lechuga y obtencién de las muestras. Se separo6 la parte

aérea de la raiz, ambas partes fueron secadas para determinar la biomasa seca,
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metales y nutrientes. También se prepararon muestras compuestas con material
seco, uno de parte aérea y otro de raiz de cada tratamiento para determinar TCS
pseudototal y bioaccesible.
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Figura 15: Cultivo hidropdnico de lechugas.

5.5.3. Cultivo hidrop6nico de rabano

Para el caso del cultivo de rdbano (Raphanus sativus L.), éste se realizé bajo las
mismas condiciones que para lechugas. Sin embargo, de acuerdo al procedimiento
sefialado por Wang y col, (2015), se increment6 la concentraciéon de algunos nutrientes de
la SN. En la figura 16 se presenta el desarrollo de las plantas a diferente tiempo.
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Figura 16: Cultivo hidroponico de rabanos.

5.6. Determinacion de la concentracion pseudototal de TCS en muestras vegetales.

La concentracion pseudototal de TCS en lechuga se determiné en ejemplares
comerciales, obtenidos de invernadero y de cultivo hidropénico. En el caso de rabano, se

determiné en ejemplares comerciales y obtenidos en cultivo hidroponico.

En este estudio, para el caso de lechuga se necesitaba que TCS estuviera presente
en cantidad detectable en las hojas y en el caso de rabano, en la raiz comestible.
Considerando que no habia certeza de la absorcion de TCS y su movilizacion a la parte
aérea (lechuga) o presencia en el rabano comestible, se preparé material vegetal
sometiendo hojas de lechuga y rabanos a una soluciéon saturada de TCS. Con esto se
obtuvo material suficiente para desarrollar la parte de tratamiento de la muestra en ambas
matrices y para validar el método. En la tabla 14 se indican las concentraciones de TCS en
ejemplares comerciales de lechuga y rabano tratados con TCS.
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Tabla 14: Concentracion de TCS pseudototal en ejemplares
comerciales de lechuga y rabano tratados con TCS.

Muestra Masa (g) TCS (mg/kg)

Lechuga

Blanco 14,32 nd

Hoja 25,44 992 £ 20

Rabano

Blanco 14,32 nd

Raiz reservante 0,760 142 +5

a: Concentracion, ®: Desviacion estandar

Para las muestras de cultivo hidropénico, las cantidades obtenidas de raiz fueron
bajas (menor a 1 gramo), lo cual determino que se realizaran los procesos de tratamiento
de muestra en duplicado, no asi en el caso de la parte comestible (hojas y raiz reservante)
donde las cantidades de material seco fueron suficientes para realizar el tratamiento en

triplicado (tabla 15), el detalle de los resultados puede ser revisado en tablas 4 y 6 (anexos).

Tabla 15: Concentracion de TCS pseudototal en muestras vegetales obtenidas de cultivo
hidropénico tratadas con TCS (20 mg/L).hidropénico tratadas con TCS (20 mg/L).

Y
Matriz

masa (g) pseudototal (mg/kg) masa (g) pseudototal (mg/kg) FT
1,23 nd 3,93 nd -
0,6 3092 + 84° 2,83 28+0,7 0,009
1,0 959 + 57 3,90 26+0,2 0,003
0,83 nd 0,94 nd -
0,76 321 + 81 1,25 0,9+0,3 0,003
0,55 1166 £ 112 0,55 1,9+0,3 0,002

Parte comestible: raiz reservante (rdbano), parte aérea (lechuga); & Concentracion, : Desviacion
estandar; No detectado (nd).



Los factores de translocacion para los ejemplares de rabano y lechuga en cultivo
hidropdnico fueron muy bajos, lo que indica una escasa capacidad de movilizacién de TCS

por la planta, pudiendo deberse a las caracteristicas fisicoquimicas del analito (lipofilia).

5.7. Determinacion de la bioaccesibilidad de TCS en muestras vegetales.

Se determind la bioaccesibilidad para hojas de lechuga y rabanos comerciales
sometidos a una solucion saturada de TCS (20 mg/L) durante 24 hrs, estas pruebas
fueron realizadas para conocer las eventuales consideraciones a tener en cuenta para
el tratamiento de los cultivos definitivos, especialmente en la neutralizacion de la fase
gastrica y la generacion de espuma. Los resultados promedio se indican en la tabla 16

y el detalle en la tabla 3 (anexos):

Tabla 16: Concentracion de TCS bioaccesible en ejemplares comerciales de lechuga y rabano
utilizando método PBET.

Bioapce§ibilidad Bi(.)acce.sibilidad
seco (9) mg/kg mg/kg gastrica % intestinal %

4,85 nd nd nd nd

254 3,22+ 0,5° 8,3+0,2 3,23 8,38

Raiz
o JEse 6,8+ 04 2,11 4,79

a: Concentracion, °: Desviacion estandar

Se determind la bioaccesibilidad para los ejemplares de invernadero sometidos a 4
dias de exposicion a una concentracion de TCS de 20 mg/L, ya que estos ejemplares
contenian mayor concentracién de TCS disponible, no encontrandose resultados positivos,

el TCS no fue detectado ni cuantificado en ninguna fase (gastrica e intestinal).

En el caso de ejemplares de lechuga y rdbano obtenidos del cultivo hidropénico, TCS fue
identificado y cuantificado en todas las fases (gastrica e intestinal). Las concentraciones
obtenidas se resumen en la tabla 17. Adicionalmente el detalle para cada muestra se indica
en tablas 5y 7 (anexos).
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Tabla 17: Concentraciéon de TCS bioaccesible en muestras de lechuga y rabano obtenidas de
cultivo hidropénico utilizando método PBET.

Material Fase gastrica Fase intestinal Bian:ce_sibiIidad Bi(_)acce_sibilidad
seco (9) mg/kg mg/kg gastrica % intestinal %

nd nd nd nd

2,83 0,2352 + 0,007 0,45 + 0,05° 8,39 16,1

3,90 0,145+ 0,007 0,425 = 0,007 5,58 16,4

0,94 nd Nd nd Nd

1,25 0,155 + 0,007 0,34+0,01 16,7 36,6

0,55 0,15+ 0,03 0,33 0,01 7,85 17,3

Consideraciones: Bioaccesibilidad parte aérea de lechuga y raiz reservante de rdbano; porcentajes
bioaccesibilidad respecto a TCS pseudototal; 2: Concentracion, ®: Desviacion estandar

Un bajo porcentaje del analito presente en la matriz queda disponible en las
soluciones gastricas e intestinal (5-8% y 16-17% respectivamente), pudiendo deberse a la
baja solubilidad que presenta el compuesto en agua. A su vez, la composicion de las fases
influye sobre la solubilidad de TCS en la solucion, debido al aumento en la concentracion

del compuesto en todas las muestras (lechuga y rabano) en la fase intestinal.

5.8. Contenido de metales en vegetales

Se analizé el contenido de elementos macronutrientes P, Ca, Mg y K vy
micronutrientes, Cu, Fe, Mn y Zn en ejemplares de lechuga (parte aérea) y rabano (raiz
reservante). Los resultados se presentan en la tabla 18. El andlisis de macro y
micronutrientes en el tejido vegetal de lechuga y rdbano (tabla 18) sefiala que,
independiente del tiempo de tratamiento con TCS, estos elementos se encuentran en
niveles de suficiencia para el desarrollo vegetal (Correndo, 2012), por lo cual la aplicacion
de TCS en dosis de 20 mg/L a la solucién nutritiva, no produjo cambios significativos en los
niveles de nutrientes al menos por 3 dias en el caso de lechuga y dos dias en el caso de

rdbano.
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Tabla 18: Concentracién de macro y micronutrientes en muestras vegetales de lechuga y rabano
obtenidas de cultivo hidropénico.

Cu Mn Ca Mg K
mg/kg mg/kg % % %
Lechuga
Blanco ° 5,67°+ 0,05 10+1,0 148 £ 54 101 £ 33 203 1,75 0,03 371 502
1 dia 53+0,1 9,0+1,0 409 +62 172 + 37 23+ 4 2,1+0,4 55+ 3 59,0+ 13
3 dia 4,6 +0,7 7,6+0,6 241 +£12 123+ 4 209 2,50 £ 0,05 46 x4 67,0 £19
Blanco 5,98 3,5 34,5 13,6 17 2,29 38,3 85,7
1 dia 43+09 48+03 | 563+06 10,7+04 21+5 3,2+0,6 21,8+0,7 71+6
2 dias 570+0,02 3,2:0,2 39+3 11,8+0,1 14+2 2,4+0,1 17+1 75,4 £0,9

a Concentracion * desviacion estandar; ® blanco =sin TCS; ¢ lechuga en triplicado;  rabano en duplicado
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6. DISCUSION

El TCS es un compuesto halogenado (clorado), esta caracteristica permitié su
andlisis a través de la técnica de cromatografia de gases, ocupando un detector de
microcaptura de electrones (LECD), existen pocos estudios sobre andlisis de TCS con éste
tipo de detector, debido al uso generalizado de técnicas tales como HPLC-MS y GC-MS
(Karnjanapiboonwong y col., 2011; Zarate y col., 2012; Ferrer y col., 2004; Canosa y col.,
2008). Las mediciones se realizaron utilizando un programa cromatogréfico optimizado, a

través del cual se establecieron los tiempos de retencién para TCS, TCC y MTCS.

Entre los estudios publicados sobre analisis de TCS en diversas matrices, el trabajo
de Canosa y col, (2008) utiliz6 MSPD para tratar muestras vegetales. En este estudio, el
procedimiento MSPD fue aplicado bajo las mismas condiciones descritas por los autores.
Los resultados evidenciaron la presencia de TCS en el material vegetal con una
concentracion de 86 + 3 mg/kg, sin embargo ésta técnica no logré retener componentes de
la matriz que causaban interferencias en la etapa cromatogréfica, la solucién obtenida
posterior a la SPE poseia una coloracién verde intensa debido a la presencia de clorofila.
Debido a esto se evalu6 otro método de extraccion del analito desde la matriz vegetal. La
técnica usada fue extraccién solido-liquido, eligiendo acetonitrilo como solvente extractante,
basados en el estudio de Delgado y col (2012) donde se evaluaron las solubilidades TCS y
TCC en distintos solventes orgénicos. En este estudio, el acetonitrilo aparece como el
segundo mejor solvente, después de acetona, para solubilizar TCS a temperatura ambiente,
ademas es miscible en agua y presenta un punto de ebullicibn mas alto que acetona con lo
cual se evita la pérdida de solvente por evaporacion durante la preparaciéon de soluciones.
Para disminuir la interferencia de clorofila se incorpor6 el agente precipitante MPA en la
solucion extractante. En el trabajo de Mendoza y col (2009), el MPA fue utilizado como
agente precipitante de la clorofila y otros componentes de la matriz vegetal en el andlisis de
glutation, cabe mencionar que el MPA es un agente precipitante de proteinas hidrosolubles
(Briggs, 1940) y la clorofila es un pigmento compuesto por un nucleo de porfirina 'y una cola
de tipo lipofilica (figura 17), la cual posee como funcion mantenerla unida a la membrana
de células que contengan cloroplastos y cianobacterias (Garcia, 2000), pero su estructura
presenta grupos aminos, especificamente en el anillo de porfirina, los cuales serian el sitio
de unién con el MPA segun el estudio de Briggs, (1940). En el caso de las proteinas el MPA

se une a los grupos positivos (grupos aminos) formando interacciones de tipo ionico de baja
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capacidad de ionizacién, siendo ésta una interaccion de tipo reversible en funcién del pH
(Briggs, 1940). En nuestro estudio, el uso de MPA requirié la incorporacién de agua a la
solucién extractante para facilitar su disolucion. Al evaluar distintas proporciones de MPA,
de 0 a 2% (p/p) se observé un aumento en la cantidad de TCS pesquisado, lo cual se
deberia a la menor cantidad de clorofila presente en las soluciones en la etapa de SPE. El
uso de la solucién de MPA debe ser in situ, ya que puede ocurrir la hidrdlisis de éste a acido
ortofosférico, que no posee propiedades precipitantes (Briggs, 1940).

Figura 17: Anillo de porfirina y vision 3D de clorofila.

La extraccién en fase sélida requiere una optimizacion, dependiendo del analito
como de la matriz en la cual se encuentra el analito. Con el uso de cartridges con resina C-
18 se obtuvo un adecuado porcentaje de recuperacion de TCS. Uno de los factores a
considerar en la optimizacion de la SPE es la secuencia de pasos que se realizan de forma
manual en el proceso (acondicionamiento, paso de muestra, lavado y elucién). Debido a
gue en los estudios preliminares se observo la presencia de TCS remanente en columnas
ya ocupadas, fue necesario una optimizacion de la etapa de eluciéon. Al comparar acetona
como solvente de elucion con una mezcla de metanol/acetonitrilo, acetona fue capaz de

eluir una mayor cantidad de analito desde la columna que la mezcla de solventes
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(acetonitrilo/metanol), ademas de poseer una alta volatilidad que permiten realizar la etapa

de evaporacion posterior a la elucién en menor tiempo.

El cultivo definitivo fue realizado en forma posterior a las pruebas con lechuga
comercial, cultivos hidropdnicos de lechuga y ejemplares comerciales de rabano, el cual
considerd el trabajo previo de Riveros (2007) en los aspectos de cultivo, tales como
germinacion de semillas en arena de rio, condiciones ambientales de cultivo y SN utilizada.
En el caso de los ejemplares de lechuga se observé un desarrollo secuencial por parte de
las plantulas hasta ejemplares maduros. No asi en el caso de los ejemplares de rabano, los
cuales posterior al traslado de las plantulas desde el soporte de arena hacia los vasos con
SN, se observé un enlentecimiento en el crecimiento de éstos. La concentracion de
macronutrientes en la solucion ocupada en este trabajo era mucho menor a la solucion de
Hoagland, por lo cual se procedi6 a aumentar algunos nutrientes, especificamente los
macronutrientes K, P y N (KzHPO.; Ca(NOs),; K.SO.). Transcurridos entre 2-3 dias

utilizando la SN enriguecida se apreci6é un incremento de tamafio en las plantas de rabano.

La evaluacién del medio para la aplicacién del TCS a la planta, entre los cuales se
probd agua, SN y solucién de CaCl, sefialan que la concentraciéon promedio efectiva de
TCS en solucién acuosa es de 1,8 mg/L a partir de una concentracién nominal de 10 mg/L.
El trabajo de Koc y col, (2014) evidencié que el TCS en soluciones acuosa experimenta un
fenbmeno de adsorcién sobre el material de plastico de recipientes que contienen la
solucion, por lo que éste proceso puede estar dando cuenta del bajo porcentaje de
recuperacion obtenido a partir de soluciones acuosas de TCS. Las pruebas con distintas
proporciones de acetona, en la cual TCS es soluble, evidencié que el compuesto si se
encuentra en el recipiente que contiene a la solucion, pero adherido en las paredes del

recipiente que lo contiene.

El TCS pseudototal pudo ser cuantificado en todas las muestras de lechuga como
también de rabano. En el caso de las partes comestibles obtenidas en cultivo hidropdnico,
la concentracion de TCS fluctué entre 0,9 mg/kg en muestras de raiz reservante de rdbano
y hasta 2,8 mg/kg en muestras de parte aérea de lechuga. Las raices de todos los
ejemplares (cultivos de invernadero y cultivo hidropénico final) absorbieron gran cantidad
de TCS desde la SN, ésta cantidad es proporcional al tiempo de exposicion, siendo mayor

en el caso del rabano, desde 321 mg/kg para la exposicion de 1 dia a 1166 mg/kg para 3
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dias; en comparacion a lechuga que fluctto entre 309 mg/kg para la exposicion de 1 dia 'y
959 mg/kg para 3 dias.

La translocacion de TCS desde la raiz a la parte aérea de lechuga y desde la raiz
verdadera a la raiz reservante de rdbano fue bajo en todas las pruebas realizadas. Los FT
estuvieron en el rango 0,002-0,003 y 0,003-0,009 para rabano y lechuga, respectivamente.
Los mecanismos de absorcion y translocacién para TCS en vegetales no son conocidos,
debido a la ausencia de estudios en relacion al TCS en vegetales, lo mas cercano y que
permitiria dar una respuesta al bajo porcentaje de TCS movilizado hacia la parte aérea o
hacia la raiz reservante serian los trabajos sobre herbicidas en plantas (Papa J, 2016). La
absorcion desde la SN hacia la raiz puede producirse de forma apoplastica (entre células),
simplastica (a través de células), o ambas. En nuestro caso se observo en muestras de raiz
de lechuga y rdbano una alta concentracion de TCS en los tratamientos de 1 dia, lo que
indicaria una absorcion de tipo apoplastica, siendo la lipofilia del compuesto un factor que
favoreceria esta alta absorcion por parte de la raiz. Una vez en el vegetal el TCS podria ser
movilizado a través de un sistema apoplastico o simplastico, el primero formado por
espacios intercelulares y xilema, el segundo por citoplasma celular y floema, pero
nuevamente la lipofilia de éste desinfectante juega un papel importante siendo contrario al
que juega en la absorcion, debido a que compuestos altamente liposolubles carecen de

movilidad a través del espacio intercelular.

En relacién al TCS bioaccesible, podemos mencionar que fue cuantificado en
muestras de lechuga (parte aérea) como también en rabano (raiz comestible), sin embargo
al comparar éstos valores respecto al pseudototal para cada muestra se pudo observar que
a pesar de que las muestras de lechugas (parte aérea) contenian una mayor cantidad de
TCS pseudototal (2,6 y 2,8 mg/kg), ésta no se vio reflejada en el TCS bioaccesible,
manteniendo una concentracion similar a la determinada en muestras de rdbano, las cuales
contenian una menor cantidad de TCS pseudototal (0,9 y 1,91 mg/kg). Las concentraciones
bioaccesibles determinadas tanto en lechuga como rabano fueron muy similares entre las
fases gastrica e intestinal, siendo levemente menores para el rdbano, sin evidenciar algun
cambio significativo en la concentracion de TCS a causa de la especie de vegetal. La
cantidad de TCS bioaccesible estaria determinada por la solubilidad de éste compuesto en
el medio acuoso, solo siendo modificada su solubilidad por componentes con propiedades
emulsificantes como lo son las sales biliares (acido célico y quenodesoxicélico), los que
poseen como funcion emulsificar componentes grasos (lipofilicos). Otro posible factor que
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puede afectar la solubilidad de TCS es el pH, soluciones acuosas a pH sobre el pKa de
TCS (7,9), generarian aumentos en su solubilidad, pero en el caso de las pruebas de
bioaccesibilidad con simulacién de fluidos gastrointestinales, donde el rango de pH utilizado
en las fases varia entre 1,5y 7; se imposibilitaria la opciéon de que el TCS se encuentre en

su forma ionizada.
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7. CONCLUSIONES

El trabajo realizado en esta memoria permitié validar una metodologia para la
determinacion de TCS en tejido vegetal, mediante extraccion solido-liquido, SPE y
analisis por GC-uECD.

El TCS puede ser extraido eficientemente desde matrices vegetales mediante un
solvente constituido por agua: acetonitrilo 1:1 y 4cido metafosférico al 2% (p/p) con
posterior concentracion y limpieza en columnas de extraccion en fase sdlida con

resina C18.

El método optimizado cumple con los pardmetros de validacion esenciales de todo
método de analisis. Entre estos se destacan el ser un método selectivo, sensible,
con limites de deteccion y cuantificacion de la técnica cromatogréafica de 0,32 y 0,97
Ug/L, respectivamente, reproducible, con un coeficiente de variacion de 10,7% y con

buena recuperacion, 88,1%.

El TCS puede ser absorbido por plantas de lechuga y rdbano cultivadas
hidrop6nicamente. En el caso de lechuga, se demostré que el TCS puede ser
translocado a la parte aérea, en tanto que para el rabano el TCS se acumula en la

raiz reservante (parte comestible) de la planta.

Mediante una prueba de bioaccesibilidad oral in vitro se demuestra que TCS es
bioaccesible a partir de vegetales comestibles como lechuga y rabano, tanto en
pruebas realizadas sobre material obtenido mediante aplicacién directa del
compuesto sobre la hoja de lechuga (foliar) y raiz reservante de rabano, como por

cultivo hidropénico.

La concentracion bioaccesible en hoja de lechuga de cultivo hidropénico varié en el
rango de 0,14-0,45 pg/g, en tanto que en hojas con aplicacién directa del
compuesto, la concentracién varié en el rango 3,2-8,3 ug/g. En el caso de rabano,

los rangos fueron 0,15-0,34 pg/g y 3-6,8 pg/g, respectivamente.
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ANEXOS

Tabla porcentajes de recuperacion

Recuperacion
estimada (%)

100 100 % 98 — 102

10 10 % 98 — 102

1 1% 97 - 103

0,1 0,10 % 95 — 105
0,01 100 ppm 90 - 107
0,001 10 ppm 80— 110
0,0001 1 ppm 80-110
0,00001 100 ppb 80— 110
0,000001 10 ppb 60— 115
0,0000001 1 ppb 40-120

Tabla de Horwitz

- REPETIBILIDAD REPRODUCIBILIDAD
CONCENTRACION CVh% INTERNA CVh%

1 ppt 10/10'2  1,00E-12 64,0 85,3
10 ppt 10/102  1,00E-11 453 60,3
100 ppt  10/102  1,00E-10 32,0 42,7
1 ppb 10/10°  1,00E-09 22,6 30,2
10 ppb 10/10°  1,00E-08 16,0 21,3
100 ppb  10/10°  1,00E-07 11,3 15,1
1 ppm 10/10°  1,00E-06 8,00 10,7
10 ppm 10/10°  1,00E-05 5,66 7,54

100 ppm  10/10°  1,00E-04 4,00 5,33
1000 ppm  10/10°  1,00E-03 2,83 3,77
1% 10/102  1,00E-02 2,00 2,67

10 % 10/10? 1,00E-01 1,41 1,89



Tabla 1: Concentraciones de TCS pseudototal en ejemplares de lechuga de invernadero a distintas
concentraciones de exposicion

MUESTRA Area PCB Tlempo Area TCS Tlempo Razon Concentracion Concentracion
28 (min) (min) areas muestra (ug/L) mg/kg
g/L

6354 6,621 30453 7,785 4,79 62,60 25,04

6621,3 6,624 32777 7,785 4,95 64,71 25,88
5974,3 6,631 28648 7,795 4,80 62,63 25,05

5700 6,625 15389 7,821 27,00 360,96 144,38

R /L 5343,1 6,631 15532 7,818 29,07 388,78 155,51

/L 5456 6,628 15268 7,82 27,98 374,17 149,67

5641 6,632 44967 7,796 79,71 1069,10 427,64

5688 6,631 46395 7,793 81,56 1094,06 437,62

5754 6,627 45213 7,796 78,57 1053,80 421,52
5517 6,639 1484 7,828 0,27 1,82 0,73
5343 6,639 1361 7,827 0,25 1,62 0,65
5856 6,639 1629 7,795 0,28 1,94 0,78
6439 6,613 2055 7,794 0,32 2,49 1,00
6304 6,626 1932 7,803 0,31 2,32 0,93
6103 6,615 1826 7,805 0,30 2,22 0,89
6304 6,611 2119 7,793 0,34 2,72 1,09
6237 6,611 2032 7,785 0,33 2,58 1,03
6429 6,611 2220 7,792 0,35 2,84 1,14
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Tabla 2: Concentraciones de TCS pseudototal en ejemplares de lechuga de invernadero a distintos tiempos de

Tiempo Razon de Concentracion Concentracion
TCS .
min area muestra (ug/L mg/kg
nd - - - -

exposicion.

Area PCB Tiempo A
wesre

Raiz blanco 6466
Raiz blanco 6772
Raiz blanco 7349
Raiz 2 dias 6258
Raiz 2 dias 6666
Raiz 2 dias 6975
Raiz 3 dias 6198
Raiz 3 dias 6184
Raiz 3 dias 6374
Raiz 4 dias 6653
Raiz 4 dias 6432
Raiz 4 dias 6584
Hoja blanco 6345
Hoja blanco 6456
Hoja blanco 6657
Hoja 2 dias 6971
Hoja 2 dias 6616
Hoja 2 dias 6698
Hoja 3 dias 6484
Hoja 3 dias 6272
Hoja 3 dias 6310
Hoja 4 dias 5761
Hoja 4 dias 6433
Hoja 4 dias 6721

6,,629
6,614
6,613
6,617
6,615
6,612
6,621
6,631
6,629
6,628
6,626
6,618
6,641
6,612
6,621
6,623
6,613
6,614
6,615
6,626
6,625
6,613
6,613
6,614

nd
nd
35168
38377
41400
70204
73392
76357
55125
52855
54285
nd
nd
nd
4653
3917
3779
3646
2748
3126
3825
4766
5869

7,778
7,777
7,773
7,776
7,785
7,785
7,783
7,783
7,777

7,789
7,722
7,725
7,777
7,794
7,794
7,782
7,782
7,782

56,1

57,5
59,3
113,2
113,5
110,1
82,8
82,1

82,4
0,67
0,59
0,56
0,56
0,44
0,50
0,66
0,74
0,87

293
275
263
591
593
575
432
447
437

3,21
2,82
2,67
2,66
2,01
2,31
3,19
3,60
4,29

117
120
123
236
247
250
173
171
172

1,29
1,13
1,07
1,07
0,81
0,93
1,28
1,44
1,72

Tabla 3: Concentraciones de TCS bioaccesible en ejemplares comerciales de lechuga (hojas) y rabano (raiz

reservante) expuestos a solucién acuosa de TCS (20 mg/L) durante 24 hrs.

ArcaPCB28 | 11eMPO | AnTcs | Tempo
(min) (min)

G. lechuga 6166
G. lechuga 5964
G. lechuga 6190
I 1. lechuga 5998
I 1. lechuga 6465
| 2. lechuga 6275
| 2. lechuga 6236
G. rabano 6321
G. rabano 5884
I 1. rdbano 5911
I 1. rdbano 6420
| 2. rdbano 6134
| 2. rdbano 5882

n
V)
(7]
(0]

6,64
6,64
6,63
6,62
6,62
6,62
6,63
6,62
6,62
6,62
6,62
6,61
6,62

nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
7880
2946
6659
7333
8697
7666

7,79
7,81
7,78
7,79
7,78
7,80

Razon de
area

1,25
0,50
1,13
1,14
1,42
1,30

Concentracién
muestra (ug/L)

6,24
2,34
5,62
5,70
7,14
6,54

Concentracion
mg/kg

5,00
1,88
4,49
4,56
5,71
5,23

Consideraciones: G (Fase gastrica), | 1 (Fase intestinal 1), | 2 (Fase intestinal 2); Bioaccesibilidad hoja de lechuga y raiz
reservante de rabano; muestras realizadas en duplicado.
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Tabla 4: Concentraciones de TCS pseudototal en ejemplares de lechugas -cultivados
hidroponicamente expuestos a 1y 3 dias a SN con TCS.

min [all} areas muestra (ug/L mg/kg
Hoja blanco 6584 6,66 Nd - - - -
Hoja blanco 6866 6,65 Nd - - = =
Hoja blanco 6854 6,66 Nd - - - -
Hoja blanco 6365 6,66 Nd - - - -
Hoja blanco 6445 6,66 Nd - - - -
Hoja blanco 6652 6,64 Nd - - - -
Hoja blanco 6679 6,64 Nd - - - -
Hoja blanco 6458 6,66 Nd - - = =
Hoja blanco 6387 6,66 Nd - - - -
Hoja 1 dia 5590 6,66 6043 7,79 1,08 5,38 2,15
Hoja 1 dia 6721 6,66 7755 7,83 1,15 5,76 2,30
Hoja 1 dia 5944 6,66 6927 7,82 1,17 5,82 2,33
Hoja 1 dia 6658 6,64 11563 7,81 1,74 8,81 3,52
Hoja 1 dia 6888 6,64 13110 7,81 1,90 9,68 3,87
Hoja 1 dia 6156 6,63 10832 7,8 1,76 8,93 3,57
Hoja 1 dia 6679 6,63 8172 7,79 1,22 6,12 2,45
Hoja 1 dia 7144 6,62 8299 7,82 1,16 5,80 2,32
Hoja 1 dia 7429 6,62 8900 7,78 1,20 5,99 2,40
Hoja 3 dias 6621 6,65 9880 7,81 1,49 7,53 3,01
Hoja 3 dias 6486 6,63 8343 7,8 1,29 6,45 2,58
Hoja 3 dias 7071 6,64 10450 7,8 1,48 7,45 2,98
Hoja 3 dias 7140 6,62 8884 7,79 1,24 6,23 2,49
Hoja 3 dias 7078 6,62 8247 7,79 1,17 5,82 2,33
Hoja 3 dias 6774 6,62 8372 7,78 1,24 6,19 2,48
Hoja 3 dias 7413 6,62 9315 7,79 1,26 6,30 2,52
Hoja 3 dias 7389 6,62 9469 7,78 1,28 6,43 2,57
Hoja 3 dias 7389 6,63 9570 7,8 1,30 6,50 2,60
Raiz blanco 7340 6,63 Nd - - - -
Raiz blanco 6895 6,63 Nd - - - -
Raiz blanco 7023 6,62 Nd - - - -
Raiz 1 dia 2896 6,64 25448 7,81 8,79 913 365
Raiz 1 dia 3785 6,63 34862 7,82 9,21 957 382
Raiz 1 dia 4442 6,64 42389 7,81 9,54 992 396
Raiz 1 dia 1799 6,64 8226 7,82 4,57 472 189
Raiz 1 dia 3619 6,64 22328 7,84 6,17 639 255
Raiz 1 dia 3290 6,64 21078 7,82 6,41 664 265
Raiz 3 dias 9964 6,63 22330 7,79 22,41 2337 935
Raiz 3 dias 9031 6,64 20649 7,79 22,86 2384 953
Raiz 3 dias 3833 6,64 9412 7,8 24,55 2561 1024
Raiz 3 dias 2718 6,65 63813 7,81 23,48 2449 979
Raiz 3 dias 2230 6,64 53317 7,82 23,90 2493 997
Raiz 3 dias 2443 6,64 50447 7,81 20,65 2153 861
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Tabla 5: Determinacion de bioaccesibilidad de TCS en ejemplares de lechugas cultivados
hidropénicamente expuestos a 1 y 3 dias a SN con TCS.

E
G. blanco 7194 6,64 nd - - - -
G. blanco 6964 6,64 nd - - - -
G. blanco 6802 6,63 nd - - - -
G. blanco 6645 6,63 nd - - - -

1 1. blanco 6970 6,63 nd - - - -

1 1. blanco 7282 6,63 nd - - - -

1 1. blanco 6983 6,63 nd - - - -

1 1. blanco 7153 6,63 nd - - - -

1 2. blanco 7022 6,63 nd - - - -

|1 2. blanco 7296 6,62 nd - - - -

| 2. blanco 7589 6,63 nd - - - -

| 2. blanco 7188 6,65 nd - - - -
G. 1dia 7012 6,63 2037 7,82 0,29 1,25 0,22
G.1dia 6685 6,62 1797 7,83 0,30 1,30 0,24
G. 1dia 7100 6,63 2133 7,82 0,30 1,30 0,24
G. 1dia 6978 6,62 2142 7,82 0,31 1,33 0,25
11.1dia 7016 6,62 2421 7,81 0,35 1,53 0,41
11.1dia 7013 6,62 2437 7,81 0,35 1,54 0,42
11.1dia 6886 6,62 2428 7,82 0,35 1,57 0,43
11.1dia 7190 6,62 2854 7,82 0,40 1,80 0,55
12.1dia 6876 6,66 2580 7,84 0,38 1,69 0,50
12.1dia 6656 6,63 2567 7,83 0,39 1,74 0,52
12.1dia 6225 6,63 2116 7,82 0,34 1,50 0,40
12.1dia 6742 6,63 2301 7,84 0,34 1,51 0,41
G. 3 dias 6904 6,64 1857 7,85 0,27 1,13 0,17
G. 3 dias 6247 6,63 1557 7,84 0,25 1,03 0,13
G. 3 dias 5195 6,63 1377 7,83 0,27 1,11 0,16
G. 3 dias 5951 6,63 1454 7,84 0,24 1,01 0,12
| 1. 3 dias 6894 6,62 2579 7,80 0,37 1,68 0,49
| 1. 3 dias 7460 6,62 2888 7,81 0,39 1,75 0,52
| 1. 3 dias 7238 6,62 3091 7,81 0,43 1,96 0,62
| 1. 3 dias 8031 6,62 3579 7,80 0,45 2,06 0,67
| 2. 3dias 6090 6,63 1913 7,82 0,31 1,37 0,34
| 2. 3dias 6957 6,62 2502 7,81 0,36 1,61 0,45
| 2. 3dias 6024 6,63 1912 7,84 0,32 1,39 0,34
| 2. 3dias 6224 6,63 2102 7,84 0,34 1,49 0,40

Consideraciones: G (Fase gastrica), | 1 (Fase intestinal 1), | 2 (Fase intestinal 2).
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Tabla 6: Concentraciones de triclosan pseudototal
hidropénicamente expuestos a 1 y 2 dias a SN con TCS.

rea Tiempo Razén
CS min EICES]
nd - -

Muestra
Rébano blanco 1
Rébano blanco 1
Rébano blanco 1

Raiz rabano blanco 1
Raiz rabano blanco 1
Raiz rabano blanco 1
Rabano 1 dia
Rabano 1 dia
Rébano 1 dia
Rabano 1 dia
Rébano 1 dia
Rabano 1 dia
Raiz rabano 1 dia
Raiz rabano 1 dia
Raiz rabano 1 dia
Raiz rabano 1 dia

Raiz rabano 1 dia

Raiz rabano 1 dia

Rabano 2 dias
Rébano 2 dias
Rabano 2 dias
Réabano 2 dias
Rabano 2 dias
Rébano 2 dias
Raiz rabano 2 dia
Raiz rabano 2 dia
Raiz rabano 2 dia
Raiz rabano 2 dia
Raiz rabano 2 dia

Raiz rabano 2 dia

Area PCB Tiempo A
28 min T

3007
3999
3271
7293
7912
7689
7317
7987
8190
7921
8059
7987
7911
7069
7540
7497
8390
8257
6993
7016
7419
7442
6770
6799
6942
6498
6608
7245
6841
6733

6,636
6,639
6,637
6,626
6,631
6,641
6,639
6,638
6,624
6,623
6,624
6,36
6,65
6,63
6,63
6,62
6,63
6,63
6,63
6,62
6,62
6,62
6,63
6,63
6,64
6,63
6,63
6,63
6,63
6,63

nd
nd
nd
nd
nd
2783
2693
3636
3519
3433
3400
7968
16105
17137
16427
17785
16389
4911
3747
5288
4882
4190
4208
57936
45078
46304
47707
45651
44500

7,83
7,81
7,80
7,80
7,80
7,81
7,85
7,82
7,82
7,82
7,82
7,82
7,81
7,81
7,80
7,81
7,81
7,80
7,81
7,81
7,81
7,81
7,80
7,81

en ejemplares de rabano cultivados

0,38
0,34
0,44
0,44
0,43
0,43
1,01
2,28
2,27
2,19
2,12
1,98
0,70
0,53
0,71
0,66
0,62
0,62
8,35
6,94
7,01
6,58
6,67
6,61

Concentracion
muestra (ug/L

1,72
1,49
2,05
2,05
1,95
0,98
199

465

464

447

432

404

3,40
2,52
3,45
3,16
2,96
2,96
1734
1439
1454
1365
1384
1371

Concentracion
mg/kg

0,82
0,64
1,09
1,09
1,01
0,23
159
371
370
357
345
322
2,17
1,47
2,21
1,98
1,82
1,82
1386
1150
1162
1092
1106
1096
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Tabla 7: Determinacion de bioaccesibilidad de TCS en ejemplares de rabano cultivados
hidropénicamente expuestos a 1 y 2 dias a SN con TCS.

G. blanco 7791 6,63 nd - - - -
G. blanco 7904 6,63 nd - - - -
G. blanco 7890 6,63 Nd - - - -
I 1. blanco 6862 6,63 Nd = = = =
I 1. blanco 6232 6,63 Nd - - - -
1 1. blanco 7268 6,63 Nd - - - -
| 2. blanco 6747 6,63 Nd - - - -
| 2. blanco 7379 6,63 Nd - - - -
| 2. blanco 7366 6,63 Nd - - - -
G. 1dia 6721 6,63 945 7,82 0,14 0,23 0,09
G. 1dia 6862 6,65 1378 7,82 0,20 0,39 0,22
G. 1dia 7012 6,63 2037 7,82 0,29 0,62 0,16
G. 1dia 6685 6,62 1797 7,83 0,27 0,57 0,13
1 1.1 dia 7100 6,63 2133 7,82 0,30 0,65 0,40
11.1 dia 6978 6,62 2142 7,82 0,31 0,67 0,41
11.1 dia 7016 6,62 2421 7,81 0,35 0,77 0,46
1 1.1 dia 7013 6,62 2437 7,81 0,35 0,77 0,46
12.1dia 6886 6,62 2428 7,82 0,35 0,79 0,28
12.1dia 7190 6,62 2854 7,82 0,40 0,90 0,34
12.1dia 6876 6,66 2580 7,84 0,38 0,84 0,31
12.1dia 6656 6,63 2567 7,83 0,39 0,87 0,33
G. 2 dia 6742 6,63 2301 7,84 0,34 0,76 0,21
G.2dia 6904 6,64 1857 7,85 0,27 0,57 0,13
G. 2 dia 6247 6,63 1557 7,84 0,25 0,52 0,11
G.2dia 5195 6,63 1377 7,83 0,27 0,56 0,13
I 1. 2 dias 5551 6,63 1654 7,84 0,30 0,64 0,40
I 1. 2 dias 6894 6,62 2579 7,80 0,37 0,84 0,42
I 1.2 dias 7460 6,62 2888 7,81 0,39 0,88 0,44
I 1. 2 dias 7238 6,62 3091 7,81 0,43 0,98 0,60
| 2. 2 dias 8031 6,62 3579 7,80 0,45 1,03 0,40
| 2. 2 dias 6090 6,63 1913 7,82 0,31 0,69 0,23
| 2.2 dias 6957 6,62 2502 7,81 0,36 0,80 0,29

1 2. 2 dias 6024 6,63 1912 7,84 0,32 0,69 0,24
Consideraciones: G (Fase gastrica), | 1 (Fase intestinal 1), | 2 (Fase intestinal 2).
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